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ADN                   Ácido desoxirribonucleico. 
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ARN                   Ácido  ribonucleico. 
ARNi                  ARN de interferencia 
ARNm                ARN mensajero 
ATP                    Adenosina trifosfato 
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EDTA                    Ácido etillendiaminotetraacético 
EGF                      Factor de crecimiento epidermal 
EGFR                   Receptor del factor de crecimiento epidermal  
ErbB                     Receptor del factor de crecimiento epidermal 
FGF2                    Factor de crecimiento de fibroblasto 2 
FMRP                   Fragile X mental retardation protein  
G                           Gravedades 
GNDF                    Factor neurotrófico derivado de glia 
GPCR                    Receptores acoplados a la proteínas G 
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µg                        µicrogramos 
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mL                       mililitros 
mM                      Milimolar  
NaCl                    Cloruro de sodio  
nBAF                   Neuron-specific chromatin remodeling complex 
ng                        nanogramos 
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PSP                  Proteoma postsináptico 
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qPCR                PCR tiempo real 
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TGF-β tipo I      Transforming growth factor β 
tna                    Tonalli 
PIAS                 Protein inhibitor of activated STAT 
VEGFA             Factor de crecimiento endotelial vascular  
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RESUMEN 
Introducción: El desarrollo del SNC es un proceso compuesto de una serie de 
modificaciones y una compleja expresión de genes espacio-temporal. Aunado a esto, la 
complejidad anatómica en mamíferos hace que se presenten problemas para el análisis 
de la función y expresión de los genes. El reto más difícil es el hecho de que hay cientos 
de tipos de linajes celulares funcionalmente y morfológicamente definidos. Lo que da 
como resultado que la interpretación de los fenotipos causados por anomalías en el SNC, 
sea en ocasiones muy difícil de asociar a patologías neurológicas provocadas por la 
alteración de un gen o grupo de genes. En la actualidad, se tiene un limitado conocimiento 
sobre los genes y la función de genes involucrados en procesos biológicos en SNC. Por lo 
tanto, es de vital importancia el descubrimiento de nuevos genes y su función en el SNC. 
Esto nos permitirá relacionar el origen de diferentes patologías neurológicas descubiertas 
y aún por descubrir. Tal es el caso de ZMIZ1, del cual no se tiene claro su papel en el 
SNC. Este gen se encontró truncado y fusionado con otro gen debido a una translocación 
equilibrada de novo entre los cromosomas 10 y 19, en una niña con DI y múltiples 
alteraciones neuropsiquiátricas. Objetivo: Analizar la expresión relativa de Zmiz1 en las 
diferentes etapas de desarrollo de cerebro de rata, y en el transcriptoma de la línea celular 
de gioblastoma C6 de rata  antes y tras la inhibición de ZMIZ1 por un ARNi. A partir de los 
genes diferencialmente expresados en la línea celular, sugerir las posibles vías reguladas 
por dicho gen en células nerviosas. Material y Métodos: Se analizó la expresión relativa 
de ZMIZ1 en las diferentes etapas de desarrollo de cerebro de rata (embrión, recién 
nacido y adulto) y en la línea celular de glioblastoma C6, mediante PCR tiempo real. Se 
realizó una inhibición de la expresión de ZMIZ1 en la línea celular de glioblastoma C6, 
usando un ARNi (específico para ZMIZ1) con períodos de incubación de 24, 48 y 72 
horas, y mediante PCR tiempo real se determinó el tiempo al cual se obtuvo una mayor 
porcentaje de inhibición (48 horas), para posteriormente realizar el microarreglo de 
expresión y determinar los genes con un cambio significativo en su expresión y las vías de 
señalización afectadas. Resultados: ZMIZ1 presentó una alta expresión en las diferentes 
etapas de desarrollo, principalmente en embrión. Además, se observó que la expresión de 
este gen en la etapa adulta y la línea celular de glioblastoma C6 era muy semejante. Con 
respecto al microarreglo de expresión, se encontraron afectados genes que participan en 
la modulación de las vías de la serotonina y las aminas, los cuales están involucrados en 
el comportamiento y padecimientos psiquiátricos. Por otra parte, se vieron implicados 
genes que regulan la sinapsis, la proliferación y diferenciación de células neuronales y 
gliales, a través de la activación de AKT y Ras. También ZMIZ1 está involucrado en la 
activación de genes relacionados con la metilación y la reparación del ADN. Además, se 
observó que ZMIZ1 regula la expresión de antígenos de cáncer de testículo, los cuales 
son biomarcadores usados para diferentes tipos cáncer. Conclusiones: La inhibición de 
ZMIZ1 asimila la haplinsuficiencia esperada de este y mostró solo genes sub-expresados. 
ZMIZ1 es un co-activador transcripcional y la inhibición de este, altera la expresión de 
genes que promueven la proliferación y diferenciación neuronal, y que participan en 
procesos cognitivos, de memoria a largo plazo y plasticidad sináptica. También, se 
observaron alterados genes que regulan el comportamiento, a través de los receptores 
acoplados a las proteínas G y genes que son blancos terapéuticos para 
neurodegeneración y cáncer.  
 
FIRMA DEL ASESOR:           _________________________________ 
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CAPÍTULO I 
INTRODUCCIÓN 
El sistema nervioso comunica el organismo con su entorno, debido a que es un 
intermediario entre el interior y el medio externo. Como instrumento de las 
sensaciones, ofrece su cooperación indispensable en los fenómenos intelectuales 
y afectivos; transmite a los músculo el principio de los movimientos voluntarios o 
involuntarios, preside a las diversas reacciones simpáticas, a los actos nutritivos y 
secretorios, y domina así, las funciones de la economía en su totalidad (Poirier, 
2004). 
El sistema nervioso se divide en dos partes anatómicamente diferentes: 
 El SNC, incluye todos los nervios que se encuentran en el cráneo y la 
columna vertebral. Se encarga de integrar y coordinar todas las funciones 
orgánicas, procesar los mensajes de las neuronas y enviar órdenes a las 
diversas partes del cuerpo. El SNC envía y recibe los mensajes nerviosos a 
través de la médula espinal que conecta el encéfalo con el SNP (Gerrig y 
Zimbardo, 2005). 
 El SNP, está conformado por nervios y los ganglios (grupos de cuerpos de 
células nerviosas) situados fuera del cerebro y la médula espinal. La 
función del SNP, es proporcionar al SNC la información de los receptores 
sensoriales y transmitir órdenes del encéfalo a órganos y músculos (Gerrig 
y Zimbardo, 2005). 
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Los SNC y SNP están conformados por neuronas (células nerviosas) y células 
gliales (células de soporte).  
Las células nerviosas son responsables de las funciones que son exclusivas del 
sistema nervioso y se clasifican de acuerdo a su función o estructura. La 
clasificación funcional se basa en la dirección en la cual conducen impulsos. Las 
neuronas sensoriales, o aferentes, conducen impulsos desde receptores 
sensoriales hacia el SNC. Las neuronas motoras, o eferentes, conducen impulsos  
afuera del SNC, hacia órganos efectores (músculos y glándulas). Las neuronas de 
asociación o interneuronas se localizan exclusivamente en el SNC y desempeñan 
las funciones de asociación, o, integración, en el sistema nervioso. Mientras, que 
la clasificación estructural, se basa en el número de prolongaciones que se 
extienden desde el cuerpo celular de la neurona. Las neuronas seudounipolares 
tienen una prolongación corta que se ramifica como una T, para formar una 
prolongación más grande. Las neuronas bipolares tienen dos prolongaciones, una 
en cada extremo; este tipo de neuronas se encuentran en la retina del ojo. Las 
neuronas multipolares, es el tipo más común, tienen varias dendritas y un axón 
que se extiende desde el cuerpo celular (Fox, 2011).    
Por otro lado, las células gliales, son células no nerviosas, que apoyan y protegen 
a las neuronas. Aunque, estas células no participan directamente en la transmisión 
de señales eléctricas en distancias largas, proporcionan un soporte físico y 
bioquímico importante para las neuronas. Además, provee estabilidad a las 
neuronas al rodearlas, y soporte metabólico y ayudan a mantener la homeostasis 
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del líquido extracelular del encéfalo al captar el exceso de metabolitos y K+ (Gerrig 
y Zimbardo, 2005).  
Las células de la glia se comunican con las neuronas y entre ellas 
fundamentalmente, a través de señales químicas. Los factores de crecimiento 
derivados de la glia y los factores tróficos (nutritivos) ayudan a mantener a las 
neuronas y a guiarlas durante la reparación y el crecimiento. Las células de la glia 
a su vez responden a los neurotransmisores y los neuromoduladores secretados 
por las neuronas (Gerrig y Zimbardo, 2005). Es de agregar, que la proliferación 
tanto de las neuronas como de las células gliales puede ser regulada por señales 
extracelulares, que actúan como factores de crecimiento o factores de inhibición, 
que promueven la división celular de células progenitoras, o inhiben la 
proliferación de estás, respectivamente (Sanes et al., 2012).  
El SNP está conformado por dos tipos de células gliales. Las células de Schwann 
(también llamadas  neurolemocitos) que forman vainas de mielina alrededor de 
axones periféricos y las células sátelites o gliocitos ganglionares, que sostienen 
cuerpos de células neuronales dentro de los ganglios del SNP (Gerrig y Zimbardo, 
2005). Por otro lado, el SNC lo conforman 4 tipos de células gliales, los cuales se 
dividen en macroglia (oligodendrocitos, astrocitos y ependimarias) , que es de 
origen neuroectodérmico, y microglia, que es de origen mesenquimal 
(hematopoyético) (Lane et al., 2007). 
Los oligodendrocitos, al igual que las células de Schwann aíslan a los axones al 
formar la vaina mielina, una sustancia compuesta por múltiples capas concéntricas 
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de membrana fosfolipídica. Una diferencia entre los oligodendrocitos y las células 
de Shwann es la cantidad de axones que envuelve cada célula.  En el SNC, un 
oligodendrocito forma mielina alrededor de porciones de varios axones. Mientras, 
que en el SNP, las células de Shwann se asocian con un solo axón (Gerrig y 
Zimbardo, 2005)  
Los astrocitos son células muy ramificadas que hacen contacto con las neuronas y 
los vasos sanguíneos, y pueden transferir nutrientes entre ambos. Además, estas 
células ayudan a mantener la homeostasis en el SNC al captar K+ desde el líquido 
extracelular, esta función es muy importante en el mantenimiento del ambiente 
iónico apropiado para las neuronas (Gerrig y Zimbardo, 2005). Los astrocitos 
también captan neurotransmisores liberados por las terminaciones axonales de las 
neuronas, un ejemplo es el glutamato, una vez que este es liberado por las 
neuronas, es captado por los astrocitos, para transformarlo en glutamina y ser 
liberado de regreso hacia las neuronas, para que estás lo transformen en 
glutamato. Es importante destacar, que los astrocitos participan en la formación de 
sinapsis, la regulación de neurogénesis en el cerebro adulto e inducen la 
formación de la barrera hematoencefálica y liberan sustancias químicas 
transmisoras que pueden estimular o inhibir neuronas (Fox, 2011).      
Las células ependimarias, revisten los ventrículos del cerebro y el conducto central 
de la médula espinal y crean una capa epitelial con permeabilidad selectiva (el 
epéndimo) que separa los compartimientos líquidos del SNC (Gerrig y Zimbardo, 
2005; Fox, 2011). El epéndimo es la fuente de las células troncales o células 
12 
 
madres nerviosas inmaduras que pueden diferenciarse en neuronas o células de 
la glía (Gerrig y Zimbardo, 2005). 
La microglia son células inmunitarias especilalizadas que residen de forma 
permanente en el SNC. Cuando son activadas, fagocitan agentes patógenos e 
invasores extraños y elimina células dañadas (Gerrig y Zimbardo, 2005; Fox, 
2011).  
Daños en el SN o en regiones del cerebro, pueden dar lugar a alteraciones en las 
funciones del SN o causar desordenes psicológicos (Megler et al., 1998).   
Los problemas de salud mental afectan a la sociedad en su totalidad, y no sólo a 
un segmento limitado o aislado de la misma y por lo tanto, constituyen un desafío 
importante para el desarrollo general (OMS, 2004). Cerca de 450 millones de 
personas sufren de un trastorno mental o de la conducta. Cuatro de las 6 causas 
principales, de los años vividos con discapacidad, resultan de trastornos 
neuropsiquiátricos (depresión, trastornos generados por el uso de alcohol, 
esquizofrenia y trastorno bipolar). Una de cada cuatro familias tiene por lo menos 
un miembro afectado por un trastorno (OMS, 2004). 
Cerca de la mitad de los trastornos mentales se manifiestan antes de los 14 años. 
Se calcula que aproximadamente el 20% de los niños y adolescentes del mundo 
tienen trastornos o problemas mentales. Los trastornos neuropsiquiátricos figuran 
entre las principales causas de discapacidad entre los jóvenes (OMS, 2015). 
Prácticamente todos los trastornos cerebrales pueden causar síntomas 
psiquiátricos. Los trastornos neuropsiquiátricos se deben al mal funcionamiento de 
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las neuronas (en específico de su sinapsis) y de las células gliales (Yamamuro, et 
al., 2015); muchos de estos trastornos surgen por aberraciones en los 
mecanismos de desarrollo neurológico, traumatismos cerebrales, tumores, 
enfermedades auto inmunes y degenerativas, consumo de sustancias tóxicas, 
desequilibrio metabólico y condiciones genéticas (Muñiz, 2015). 
Debido a que la arquitectura anatómica y funcional del cerebro es principalmente 
determinada por los procesos transcripcionales durante la etapa prenatal, el 
cerebro humano sigue un complejo desarrollo, altamente estereotipado por una 
serie de eventos que dependen de la expresión diferencial regulada por genes. 
Por lo tanto, alteraciones adquiridas o heredadas pueden tener diversas 
consecuencias (Miller, et al., 2014).  Por ejemplo, las translocaciones 
cromosómicas, que son reacomodos del ADN, que implica el movimiento de 
material genético entre cromosomas no homólogos o en el mismo cromosoma. 
Los cromosomas reacomodados se llaman cromosomas derivativos. Hay dos tipos 
de translocaciones: translocaciones de Robertson y recíprocas (Cunningham, et 
al., 2011).  
Las translocaciones robertsonianas, se producen cuando los brazos largos de dos 
cromosomas acrocéntricos individuales, como los cromosomas 13 y 14, se 
fusionan en el centrómero para formar un cromosoma derivativo. La fusión en los 
centrómeros conduce a la pérdida de un centrómero y las regiones satélite que 
comprenden los brazos cortos de cada cromosoma (el cromosoma pequeño se 
pierde). Las regiones satélites sólo contienen genes que codifican ARN 
ribosómico, que también está presente en múltiples copias en otros cromosomas 
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acrocéntricos. Siempre y cuando los brazos fusionados largos permanezcan 
intactos, el portador de la translocación casi siempre tiene un fenotipo normal 
(Pierce, 2009; Cunningham, et al., 2011). 
Por su parte, las translocaciones recíprocas, son un reacomodo de material 
cromosómico en el que hay roturas en dos cromosomas distintos y los fragmentos 
se intercambian antes de la reparación de las roturas.  
Las translocaciones pueden ser no balanceadas y balanceadas. En las 
translocaciones no balanceadas, el material genético se mueve de un cromosoma 
a otro, sin que exista intercambio recíproco. En las translocaciones balanceadas o 
equilibradas, existe intercambio entre un cromosoma y otro, pero no se gana, ni se 
pierde material cromosómico (el material genético se conserva, pero en diferentes 
cromosomas). Es poco probable que las translocaciones balanceadas afecten al 
individuo que la porta, pero de lo contrario pueden llevar a un retraso en el 
desarrollo (RD) o discapacidad intelectual (DI) con o sin rasgos clínicos 
adicionales (Pierce, 2009; Cunningham, et al., 2011). El fenotipo de los portadores 
de estas translocaciones puede ser causado por la interrupción de genes 
sensibles a dosis o haploinsuficiencia (el producto de un gen, no es suficiente para 
el desarrollo normal, es decir se necesitan de las dos copias de ese gen), 
(Willems, 2004) fusiones de genes truncados que expresan transcritos híbridos 
patogénicos, efectos de posición que afectan a genes cercanos o reordenamientos 
adicionales relacionados o no con el punto de ruptura de la translocación. Las 
translocaciones equilibradas de novo tienen una incidencia de aproximadamente 
1/2,000 nacidos vivos.  
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A través, del estudio de los puntos de ruptura de diversas translocaciones 
equilibradas se han identificado algunos genes autosómicos candidatos para  DI. 
De hecho, se estima que más 2,000 genes autosómicos, entre los cuales la mitad 
codifica para proteínas del proteoma postsináptico (PSP) pueden estar 
involucrados con DI o trastornos neuropsiquiátricos. No obstante, se estima que 
alrededor de 10,000 genes se expresan en SNC (Ropers, 2007), los cuales son 
potenciales candidatos a conducir también a alteraciones neurológicas. 
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CAPÍTULO II 
ANTECEDENTES 
Como antecedente directo, Cordóva-Fletes y cols., (2015) reportaron por primera 
vez, una translocación equilibrada de novo entre los cromosomas 10 y 19, que dio 
lugar a la interrupción y fusión de genes relacionados con la remodelación de la 
cromatina ZMIZ1 (del inglés Zinc Finger, Miz-type Containing 1) y PRR12 (del 
inglés Proline-rich 12) en una niña con DI y múltiples alteraciones 
neuropsiquiátricas. Está fusión provoco la formación de un transcrito hibrido, que 
da como producto una  proteína trunca. Es importante agregar, que ellos 
reportaron por primera vez la interacción de ZMIZ1 con Brg1 en cerebro. Brg1 es 
una subunidad del complejo de remodelación de la cromatina específico de 
neuronas (nBAF), y este a su vez interacciona con el complejo AP-1, los cuales 
juegan un papel importante en la regulación de la actividad de genes esenciales 
para la sinapsis normal, el crecimiento y comportamiento de las dendritas. La 
paciente también presentaba ciertas características (DI, convulsiones, cabello 
canoso desde la niñez, problemas de visión, sinofris, hirsutismo y deformidad del 
pie) del síndrome de Coffin-Siris, el cual es causado por mutaciones en SMARCA4 
(Brg1). Además, ellos sugieren que la haploinsuficiencia de ZMIZ1 y PRR12, se 
sobrelapa con la deficiencia de FMRP (proteína de retraso mental X frágil), ya que 
tanto ZMIZ1, como PRR12 son blancos de esta proteína, que regula la traducción 
(a través de la unión a ARN mensajeros), de proteínas relacionadas con 
plasticidad sináptica.  
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Puesto que aún no está de toda clara la participación de ZMIZ1 en el sistema 
nervioso, ni su impacto neuropatológico, en esta tesis nos enfocamos en realizar 
un modelo para estudiar los efectos de haploinsuficiencia sobre este gen e 
identificar indirectamente sus genes y vías diana de regulación en células 
nerviosas.  
El gen ZMIZ1 (también conocido como KIAA1224, RA117 o Zimp10), localizado en 
el locus 10q22.3 en humanos, se ha identificado como un cofactor de transcripción 
perteneciente a la familia de las PIAS (Protein inhibitor of actived STAT). Los 
miembros de la familia PIAS comparten un alto grado de similitud en su secuencia 
y se caracterizan por la presencia de dominios de dedos de zinc, llamados Miz 
(MSX-interacting zinc finger). Este motivo es importante, ya que interacciona con 
sus proteínas blanco y presenta una alta similitud con el dominio RING presente 
en la E3ubiquitina ligasa, debido a su rol implicado en la vía de sumoilación 
(Beiliakoff-Jason et al., 2008). Además, la proteína ZMIZ1 tiene un potente 
dominio transactivador en la región C-terminal rica en prolina, la cual parece ser 
autorregulada por su dominio N-terminal; también presenta una señal de 
localización nuclear (SLN) (Figura 1). La proteína canónica ZMIZ1 (en humanos) 
tiene un peso molecular de 115.4 kD y posee 1,067 aminoácidos.  
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Figura 1. Proteína ZMIZ1. Esquema que representa, los dominios que conforman a la proteína 
(dos dominios ricos en prolina, una señal de localización nuclear o SLN y el dominio MIZ.). 
 
Las proteínas PIAS regulan la actividad transcripcional de las Smads, las cuales 
son sustratos del receptor TGF-β tipo I (Transforming growth factor β) y son 
responsables de la transducción de señales que van desde el receptor hacia 
genes blancos en el núcleo. El receptor TGF-β juega un papel crítico en el control 
de la proliferación celular, diferenciación y apoptosis. Consistente con esto, 
Xiaomeng y cols., (2006) demostraron que Zmiz1 era responsable de la inducción 
de TGF- β, a través, de su interacción con Smad3 (dependiente de Smad4) y 
Smad4. 
Además, de la participación de ZMIZ1 como co-regulador de la actividad de las 
Smads, también se le ha visto involucrado en la activación de diversos conjuntos 
de factores de transcripción, tales como p53, y el receptor de andrógenos (RA). El 
RA, el cual es un factor de transcripción inducido por ligandos, presenta colas de 
poliglutamina dentro de su dominio de trans-activación en la región N-terminal. La 
longitud de las colas de poliglutamina, se ha observado que altera la actividad 
transcripcional del RA en cáncer de próstata. Xiaomeng y cols., (2011) evaluaron 
el papel de ZMIZ1 como co-activador, en la regulación de la actividad del RA, el 
cual presentaba diferentes colas de poliglutamina como RAQ9, RAQ24 y RAQ35 
en líneas celulares de cáncer de próstata. Ellos observaron una fuerte interacción 
proteína-proteína entre ZMIZ1 y RAQ9. También observaron que en presencia de 
ZMIZ1 la interacción entre las regiones N y C-terminal era más pronunciada en 
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RAQ9 que en RAQ24 y RAQ35, y esta interacción permite el reclutamiento de co-
reguladores transcripcionales que le confieren actividad transcripcional (Saitoh, 
2002). Además, Palazzolo y cols., (2008) observaron una correlación inversa entre 
la longitud de la cola de poliglutamina y la actividad transcripcional del RA en 
pacientes con cáncer de próstata (2008). Xiaomeng y cols. (2011) e igualmente, 
observaron que Brg1 y BAF57, los cuales son componentes del complejo del 
factor asociado a Brm/Brg (BAF ―Brm/Brg-associated factor‖), están involucrados 
en aumentar la actividad de ZMIZ1 sobre el RA. El complejo BAF (homólogo del 
complejo Swi/Snf que se encuentra en levaduras), se ha observado que tiene un 
papel importante en el neurodesarrollo, ya que está involucrado en la plasticidad 
neuronal (estructural/funcional) y en la formación de la memoria (Choi, et al., 
2014). Recientes hallazgos indican que también contribuye en funciones 
cognitivas en el cerebro adulto y alteraciones en este complejo provocan 
desórdenes mentales, los cuales son representados como discapacidad intelectual 
en humanos (Choi, et al., 2014). Entre los complejos que conforman BAF se 
encuentra el complejo específico de neurona (nBAF ―neuron specific chromatin 
remodeling complex‖), el cual parece interaccionar con ZMIZ1 en cerebro de ratón 
(Cordóva-Fletes, y cols., 2015). El nBAF en cooperación con CREST (coactivador 
transcripcional), regula la expresión de genes que son esenciales para el 
crecimiento de dendritas, dependientes de actividad sináptica (Wu, et al., 2007).  
El complejo SWI/SNF juega un papel importante en distintos procesos, tales como, 
transcripción, diferenciación celular y reparación del ADN. En este sentido, ZMIZ1 
es un ortólogo de tna (Tonalli) en Drosophila melanogaster. 
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Aunque la función neuronal específica de ZMIZ1 no está definida, su ADNc se 
aisló inicialmente de tejidos humanos fetales cerebrales (Nagase y cols., 1999). 
También, se ha observado una alta expresión de ZMIZ1 en corazón, ovario, tejido 
craneofacial y en la amígdala de cerebro (Córdova-Fletes y cols., 2015). 
Posteriormente, su ARN mensajero se identificó como un blanco para FMRP 
(Fragile X mental retardation protein), la cual causa el síndrome X frágil, dando 
lugar a discapacidad intelectual. Se ha observado que ratones Knockout para el 
gen FMRP presentan algunas características similares a los pacientes con 
síndrome X frágil, incluyendo espinas dendríticas inmaduras, hiperactividad, déficit 
de aprendizaje y memoria (Qin, et al., 2002). FMRP es una proteína que se une a 
los ARNm  y se cree que está relacionada con la regulación traduccional de 
múltiples proteínas probablemente implicadas en la plasticidad sináptica (Darnell y 
cols., 2011; Córdova-Fletes y cols., 2015). Que se cree que podría ser el caso de 
ZMIZ1 (Córdova-Fletes y cols., 2015) 
Zmiz1 de ratón comparte una similitud del 97% con respecto al humano y en rata 
un 90%. Durante etapas tempranas del desarrollo se ha observado que se 
expresa en el sistema vascular (aorta dorsal y en el alantoides) y en tejido neural, 
pero en este último, se ha observado que a partir de la etapa 12.5 su expresión 
disminuye (Rodríguez-Magadán y cols., 2008). Adicionalmente, se ha reportado 
que está involucrado en las vías de señalización que permiten el desarrollo del 
embrión, incluyendo el sistema nervioso central (Rodríguez-Magadán y cols., 
2008; Córdova-Fletes y cols., 2015).  
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Jason Beliakoff y cols., (2008) reportaron que ratones embrionarios que 
presentaban un silenciamiento total del gen Zmiz1, morían aproximadamente en el 
día 10.5. Además, observaron que los ratones embrionarios presentaban anemia, 
retardo en el crecimiento y graves defectos en la vascularización del saco vitelino 
en la etapa E-9.5. Se concluyó que los defectos en la vascularización fueron 
causados por que Zimz1 regula la transcripción del gen Fra-1, el cual pertenece a 
la familia Fos y está involucrado en el desarrollo vascular. Por lo tanto, se dedujo 
que ZMIZ1 era importante para el desarrollo y la sobrevivencia del embrión. 
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CAPITULO III 
HIPÓTESIS 
Zmiz1 presenta una diferencia significativa entre los niveles de expresión en las 
diferentes etapas de desarrollo en cerebro de rata, presentando una mayor 
expresión durante el desarrollo embrionario y conforme el organismo se desarrolla,  
hay una declinación en la expresión de este. Asimismo, y debido a su presencia 
durante el desarrollo neuronal, su inhibición por un ARN de interferencia (ARNi) 
conduce a cambios en la expresión de genes relacionados al desarrollo de 
sistema nervioso. 
 
CAPITULO IV 
JUSTIFICACIÓN 
Se estima que alrededor de 10,000 genes se expresan en SNC (Ropers, 2007), 
los cuales son potenciales candidatos a conducir a alteraciones neurológicas. 
Entre estos genes se encuentra ZMIZ1, el cual se encontró truncado por primera 
vez, debido a una translocación equilibrada de novo, en una paciente que 
presentaba DI, retraso en el desarrollo y múltiples alteraciones neuropsiquiátricas 
(Córdova-Fletes et al., 2015).  
La poca información sobre ZMIZ1 en el SNC, nos insta a generar un modelo de 
estudio que nos permita dilucidar su papel en el neurodesarrollo e identificar las 
vías de señalización en las que participa. Eventualmente, esto nos permitirá 
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relacionar el origen de diferentes patologías neurológicas conocidas y aún por 
conocer, así como deducir sus efectos sobre el SNC cuando su expresión es 
disminuida. 
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CAPITULO V 
OBJETIVO GENERAL 
Analizar la expresión relativa de Zmiz1 en las diferentes etapas de desarrollo de 
cerebro de rata, y en el transcriptoma de la línea celular  de glioblastoma C6 de 
rata  antes y tras la inhibición de ZMIZ1 por un ARNi. A partir de los genes 
diferencialmente expresados en la línea celular, sugerir las posibles vías reguladas 
por dicho gen en células nerviosas. 
 
CAPITULO VI 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Determinar los niveles de expresión de Zmiz1 en las diferentes etapas de 
desarrollo (embriones de 14-15 días, recién nacidos y adultos entre 3 -5 
meses) en cerebro de rata, para ponderar su expresión relativa en el 
desarrollo, así como en la línea celular de gliobastoma C6 de rata. 
 
2. Analizar los perfiles de expresión génica global y los genes diferencialmente 
expresados, tras la inhibición de la expresión de Zmiz1 en la línea celular 
de glioblastoma C6 de rata. 
 
3. Determinar las posibles rutas metabólicas en las que participa Zmiz1, a 
partir de los genes diferencialmente expresados tras la inhibición.  
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CAPITULO VII 
MATERIALES Y EQUIPOS 
Este proyecto se realizó en el Laboratorio de Citogenómica y Microarreglos, del 
Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular, de la Facultad de Medicina, de 
la Universidad Autónoma de Nuevo León. 
7.1 Materiales de uso general 
Se utilizaron micropipetas de la marca Eppendorf Research Plus, con capacidad 
para diferentes volúmenes que van desde 100 a 1000 µL, 20 a 200 µL, 10 a 100 
µL, 2 a 20 µL, 0.5 a 10 µL, 0.1 a 2.5 µL. Puntillas desechables con y sin filtro para 
cada respectiva micropipeta de 1000 µL, 200 µL y 10 µL, de la marca Vertex y 
SSI, respectivamente. Además, se utilizaron tubos de plásticos de la marca 
Corning de 15 mL y 50 mL, toallas desechables marca Kimberly Clark y 
microtubos de 2, 1.5 y 0.2 mL. 
7.2 Material para cultivo celular 
Se usaron pipetas serológicas de la marca Nunclon que abarcan volúmenes de 10 
y 5 mL. Para el cultivo de las células de glioblastoma C6 se utilizaron placas de 
Petri de 150 mm, botellas de cultivo con rosca de 15 cm2 y placas de 24 pozos, de 
la marca Nunclon. Mientras, que para el almacenamiento de las células a -80 o -
20°C, se utilizaron crioviales de marca Corning de 2 mL. 
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7.3 Material para PCR tiempo real 
Se utilizaron tubos y tapas de Applied Biosystems, los cuales tienen una 
presentación en forma de tiras de 8 tubos y de 8 tapas.  
7.4 Microarreglo de expresión 
Se usó el microarreglo SurePrint G3 Rat GE 8x60K perteneciente a la marca de 
Agilent Technologies. 
7.5 Equipos 
Se usó el congelador vertical -80°C de la marca So-Low, para el almacenamiento 
de la células de glioblastoma C6. Para centrifugar se utilizó la microcentrifuga 
5415, marca eppendorf y el Minispin, marca labnet. Para homogenizar se utilizaron 
el vortex y la plancha de calentamiento, ambas de la marca Thermolyne. Por otro 
lado, para el manejo de ácidos nucleicos, se utilizó el Nanodrop 2000 marca 
Thermo Scientific, la cámara de electroforesis Mini-Sub cell GT y su fuente de 
poder Power Pac Basic, ambas de la marca Bio-rad. Para la visualización de los 
geles y su preparación, se utilizó el  fotodocumentador ChemiDoc XLR+, marca 
Bio-rad y el horno de microondas marca LG. Para realizar PCR punto final y 
manejar ácidos nucleicos, se utilizó la campana marca UVP, y el termociclador 
SureCycler 8800, marca Agilent Technologies. Mientras, que para PCR tiempo 
real, se utilizó el termociclador 7500 fast, marca Applied Biosystems. El equipo 
usado para cultivo celular fue el microscopio invertido marca Olympus y el pipetor 
Pipet-Aid XP marca Drumomnd, la campana de flujo laminar LV-1200, marca 
Limistell y la incubadora con fuente de CO2. Mientras, que para el microarreglo de 
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expresión se usó el escáner SureScan, de la marca Agilent Technologies, y los 
softwares Agilent Feature Extraction y GeneSpring v14.5.  
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CAPITULO VIII 
METODOLOGÍA 
8.1 Tipo de estudio  
Analítico, experimental, transversal y prospectivo. 
8.2 Estrategia Experimental 
 
Figura 2. Estrategia experimental. Esquema que representa de forma general el procedimiento 
que se llevó acabo. Para la determinación de los niveles de expresión de Zmiz1 en las diferentes 
etapas de desarrollo en cerebros de rata y en la línea celular de glioblastoma C6, se realizó PCR 
tiempo real. La inhibición de Zmiz1 en la línea celular de glioblastoma C6, usando un ARNi 
específico para este gen, se realizó en diferentes periodos de incubación (24, 48 y 72 horas). Para 
determinar el periodo de tiempo al cual se obtenía un mayor porcentaje de inhibición, se realizó 
PCR tiempo real. A partir de las muestra con el mayor porcentaje de inhibición (48 horas), se 
procedió a realizar el microarreglo de expresión y el análisis estadístico, para determinar, los genes 
con un cambio significativo en su expresión con respecto al control (muestras no inhibidas) y las 
vías implicadas por dicha inhibición. 
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8.3 Obtención de cerebros de rata  
Las ratas utilizadas se mantuvieron en condiciones controladas, con comida y 
agua ad libitum y ciclos de luz y oscuridad de 12 horas. Para obtener los cerebros 
de las diferentes etapas de desarrollo (embrión de 14-15 días, posnatal de horas, 
adultos entre 2 a 5 meses), a partir de las ratas de la raza Wistar Kyoto, se 
utilizaron hembras y machos que fueron colocados en cajas por 24, 48 horas y por 
tiempo indefinido (hasta el nacimiento de las crías), para permitir su copulación. 
Los embriones de 15 días fueron obtenidos de las hembras encerradas por 48 
horas con los machos. Mientras que los cerebros de rata en etapa posnatal se 
obtuvieron de machos y hembras encerrados por tiempo indefinido en la misma 
jaula. Por último, los cerebros de adulto se obtuvieron de las madres y padres de 
los embriones y recién nacidos. 
Para obtener el cerebro, las ratas se sacrificaron, mediante decapitación con 
guillotina o tijeras de disección, en el caso de las ratas preñadas se les realizó un 
corte en el abdomen con el fin de exponer al útero y los sacos de embriones, y se 
descartaron aquellos embriones que presentaron anormalidades. Una vez 
obtenidos los cerebros, estos fueron recolectados en solución salina (NaCl 0.9%). 
A los cerebros obtenidos se les realizó un corte sagital para obtener el hemisferio 
izquierdo y el hemisferio derecho, y estos se almacenaron en tubos falcon de 
15mL libres de nucleasas a -80°C hasta su uso. Las muestras se tomaron por 
triplicado, es decir se tomaron 3 hemisferios derechos o izquierdos de cada una de 
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las etapas a analizar, utilizando cualquiera de los hemisferios para realizar PCR 
tiempo real. 
 
8.4 Inhibición de ZMIZ1, mediante ARNi en la línea celular de glioblastoma 
(C6) 
Para la inhibición de ZMIZ1 se usó el ARNi id: s166829 (Ambion, ThermoFisher) 
prediseñado, el cual reconoce los exones 12 (isoforma 1) y 13 (isoformas 2 y 3). 
 
Tabla 1.- Características del ARNi id: s166829. Secuencias, exones y posiciones exactas que reconoce. 
 
Se utilizaron 3 cultivos celulares independientes de la línea celular Glioblastoma 
(C6) de rata, las células crecieron en botellas de cultivo (Nunclon) a 37°C a 5% de 
CO2 en la incubadora (NuAire) en medio DMEM suplementado. Una vez 
alcanzado un 90% de confluencia se recolectaron en  tubos de 15mL (Corning), 
pero previo a la recolección, se incubaron por 5 minutos con 5mL de tripsina/EDTA 
(0.25%, Gibco) y posterior a la recolección se agregaron 5mL de medio DMEM 
Id ARNi        Secuencia NCBI Exón y Posición 
s166829 NM_001108393.1 
XM_006252537.2 
XM_006252538.2 
XM_006252539.2 
   13  (posición 2026) 
   12  (posición 14537) 
   13  (posición 2073) 
   13  (posición 2091) 
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suplementado en los tubos de 15mL  para inactivar la tripsina, esto para evitar que 
las células murieran y posteriormente se centrifugaron a 2500g (Centrifuga 
CL30R, Thermo) a temperatura ambiente, y el sobrenadante se decantó y se 
efectuó un lavado con medio de cultivo para eliminar restos de tripsina. 
Se realizó conteo celular, pero previo al conteo, el pellet obtenido de la 
centrifugación se resuspendió en 4mL de medio de cultivo. Se utilizó una relación 
3:6.1 de suspensión celular, medio de cultivo sin células y azul tripano (este 
colorante nos permitió evaluar la viabilidad celular) para realizar el conteo, el cual 
se hizo en la cámara de Neubauer (en los 4 cuadrantes  utilizados para el conteo 
de los glóbulos blancos). Posterior al conteo se realizaron los siguientes cálculos: 
primero se determinó el promedio de los 4 cuadrantes, una vez obtenido el 
promedio este se multiplicó por el factor de dilución, que en este caso fue 8 y 
luego el resultado se multiplicó por el factor de la cámara de Neubauer, el cual es 
10,000 y el producto obtenido de la multiplicación nos indicó el número de células 
por mililitro. 
Se formaron complejos entre el agente lipofectante (utilizando 1µL de siPORT 
NeoFX de Ambion) y los ARNi (utilizando una concentración de 5nM). Se realizó la 
lipofección en 24 pozos, donde cada pozo contenía 40,000 células, todo se llevó a 
cabo siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante de siPORT NeoFX. Se 
cambió el medio cada 24 horas, y las células se recolectaron a las 24, 48 y 72 
horas. 
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8.5 Extracción de ARN 
Para la obtención de ARN se lisaron las células con 500µL de la solución de lisis 
QIAzol (QIAGEN), pipeteando vigorosamente. Se recolectaron los 500µL de cada 
pozo en tubos de 2mL (SSI) y se agregó de nuevo 500µL de QIAzol en cada pozo 
de la placa de 24 pozos, posteriormente se mezcló mediante vortex (Thermolyne) 
por 30 segundos a máxima potencia, todo esto se efectuó en la campana de flujo 
LV-120 (Lumistell), para evitar contaminación. 
A partir los hemisferios de rata (embriones de7.5 días y de 14-15 días, posnatal y 
adulto) se extrajo el ARN total. Todas las muestras se hicieron por triplicados 
biológicos, para ello primero se lisaron las células con 1mL de QIAzol (QIAGEN), 
las muestras con QIAzol se colocaron en un homogeneizador vidrio-vidrio para ser 
trituradas mecánicamente, una vez homogenizados los cerebros se recolectaron 
en tubos de 2mL (SSI) y los tubos se sometieron a agitación en un vortex por 30 
segundos a máxima potencia. Debido a que los hemisferios de rata adulta son 
más grandes, del homogenizado total se tomarón 100µL y se diluyó en 1mL de 
QIAzol para extraer el ARN total. 
Una vez lisadas las células, las muestras fueron procesadas mediante RNeasy 
lipid Tissue mini kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante, como 
paso final, las muestras se hidrataron con 45µL de agua libre de nucleasas, en el 
caso del ARN obtenido de los hemisferios (izquierdo o derecho) y en 25µL para las 
células C6 para el ARN obtenido tras inhibición con el ARNi. 
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Se cuantificó mediante Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) el ARN total obtenido y 
además, se evaluó su calidad e integridad, utilizando un gel de agarosa 
(UltraPure, Invitrogen) al 2%, el cual se tiñó con SYBR Safe (Invitrogen) antes de 
cargar las muestras; el gel se corrió a 90v (fuente de poder power pac basi, Bio-
Rad) por aproximadamente 90 minutos, en la cámara de electroforesis (Mini-Sub 
cell GT, Bio-Rad) y una vez terminada la corrida, el gel se observó en el 
fotodocumentador (Chemidoc XRS+ de Bio-Rad). Las bandas se analizaron con el 
software Image Lab. Todas las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso. 
8.6 Retrotranscripción 
Siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante y utilizando la enzima SuperScript 
III (invitrogen), se retrotranscribió 1µg de ARN total en ADNc, en un volumen final 
de 20µL, utilizando el termociclador SureCycler 8800 (Agilent Technologies). La 
concentración de ADN se determinó mediante el Nanodrop 2000 (Thermo 
Scientific) y la integridad se evaluó mediante un gel de agarosa al 2%, teñido con 
SYBR Safe (Invitrogen), el cual se corrió a 90v por aproximadamente 90 minutos, 
en la cámara de electroforesis. El ADNc se almacenó a -20°C (Torrey). 
 
8.7 PCR punto final 
Se realizó una PCR punto final para verificar la correcta amplificación de los 
primers (IDT). La amplificación se realizó en el termociclador SureCycler 88000 
(Agilent Technologies), utilizando el ADNc de solo uno de los triplicados biológicos 
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de las muestras de embrión, recién nacido y adulto, y usando el siguiente par de 
primers: 
Primer Forward: 5’ CTCAACTCCATGAGCTCCAT 3’ 
Primer Reverse: 5’ GGAGGCTGATTGGTGTTCTG 3’, 
Los cuáles son primers prediseñados por Integrated DNA technologies; se 
eligieron porque reconocen las 3 isoformas predichas de ZMIZ1 (amplifican entre 
los exones 12 y 13), dando como resultado un producto de 98pb. 
Las concentraciones y las temperaturas que se usaron para la PCR se muestran a 
continuación en la tabla 2 y 3. 
Tabla 2.- Reactivos y concentraciones utilizados para la PCR Punto Final. 
Reactivo Concentración y volumen final 
Buffer PCR 1x 
MgCl2 1.5mM 
dNTP´s 0.2mM 
Primers 0.2mM 
Taq Polimerasa 0.04U 
ADNc 2µL 
Agua Completar hasta obtener un volumen final 
de 50 µL 
 
 
 
35 
 
Tabla 3.- Condiciones utilizadas para la PCR punto final: Pasos, temperaturas, tiempos y ciclos 
utilizados durante la PCR punto final. 
Paso Temperatura Tiempo # de ciclos 
Desnaturalización 
inicial 
95°C 3 minutos 1 
Desnaturalización 94°C 30 segundos 40 
Alineamiento 60°C 45 segundos  40 
Extensión 72°C 60 segundos  40 
Extensión final 72°C 10 minutos 1 
 
Las muestras se cargaron en un gel de agarosa al 2%, para verificar el tamaño del 
producto amplificado y se utilizó un marcador de peso molecular que abarca de 
100pb a 1500pb (Invitrogen). Previo a cargar las muestras, el gel se tiñó con 
SYBR Safe (Invitrogen) y las muestras se corrieron a 90v por aproximadamente 90 
minutos, en la cámara de electroforesis. 
  
8.8 PCR tiempo real 
Una vez verificada la amplificación del producto deseado, se procedió a realizar 
dos curvas de calibración, una para GAPDH y otra para Zmiz1, estas curvas de 
calibración abarcaron concentraciones de 1000ng, 200ng, 40ng y 8ng (las 
diferentes concentraciones se realizaron por triplicado), esto con el fin de 
determinar la concentración de ADN óptima para la amplificación y la eficiencia de 
la amplificación. Estas curvas se realizaron a partir del ADNc, obtenido de 
36 
 
cualquiera de los dos hemisferios de neonatos. Los primers utilizados para Zmiz1 
son los mismos que se usaron para la PCR punto final. Los primers para GAPDH 
son prediseñados (IDT), los cuales hibridan en el exón 1 del ADNc de GAPDH de 
rata según la secuencia de referencia NM_017008 (NCBI) y amplifican un 
fragmento de 165pb. 
Secuencia de los primers que se utilizaron para amplificar GAPDH 
Primer Forward: 5´ CCAGTAGACTCCACGACATAC 3´ 
Primer Reverse: 5´ AACCCATCACCATCTTCCAG 3´ 
Para la amplificación en tiempo real se utilizó el equipo 7500 Fast (Applied 
Biosystems. En las tablas 4 y 5 se muestran las cantidades y temperaturas 
utilizadas, respectivamente. 
Tabla 4.- Reactivos y volúmenes utilizados para la PCR tiempo real: Para las curvas de 
calibración. 
Reactivo Concentraciones y volúmenes 
SYBR GreenER 2x 10µL 
Primer Forward 10µM 1µL 
Primer Reverse 10µM 1µL 
ADNc 1000ng, 200ng, 40ng y 8ng  
Agua Completar hasta obtener un volumen final 
de 20 µL 
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Tabla 5.- Condiciones utilizadas para la PCR tiempo real,  Pasos, temperaturas, tiempo y ciclos 
utilizados para la PCR tiempo real. 
Paso Temperatura Tiempo Ciclos 
Activación de la Taq 
polimerasa 
50°C 2 minutos 1 
Desnaturalización 
inicial 
95°C 10 minutos  1 
Desnaturalización 95°C 15 segundos  40 
Extensión 60°C 60 segundos 40 
 
Se determinó la eficiencia de los primers, graficando los Ct promedios (de las 
diferentes concentraciones) versus el Log10 de las diferentes concentraciones de 
ADNc (1000ng, 200ng, 40ng y 8ng), obteniendo la ecuación de la recta. Se utilizó 
la pendiente para determinar la eficiencia mediante la siguiente fórmula: 
Eficiencia= 10 -1/m 
Se realizó un análisis de expresión diferencial en los cerebros de rata en sus 
diferentes etapas de desarrollo con los primers para Zmiz1 y GAPDH. Además, 
todas las muestras de ADNc a utilizar estaban a una concentración de 200ng. Se 
usó el equipo 7500 Fast (Applied Biosystems) para la amplificación en tiempo real. 
En la tabla 6 se muestran las cantidades que se utilizaron.  
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Tabla 6.- Concentraciones que se utilizaron para la PCR tiempo real: Para determinar la 
expresión relativa de ZMIZ1. 
Reactivo Concentraciones y volúmenes 
SYBR GreenER 2x 10µL 
Primer Forward 10µM 1µL 
Primer Reverse 10µM 1µL 
ADNc 200ng 
Agua Completar hasta obtener un volumen final 
de 20µL 
 
Para el análisis de inhibición de Zmiz1 se utilizaron 200ng de ADNc, para poder 
apreciar mejor la inhibición. En la tabla 7 se muestran las concentraciones y 
reactivos utilizados. 
  
Tabla7.- Reactivos utilizados para la PCR tiempo Real tras la inhibición de las células 
glioblastoma (C6). 
Reactivos Concentración y volúmenes 
SYBR GreenER 2x 10µL 
Primer Forward 10µM 1µL 
Primer Reverse 10µM 1µL 
ADNc 300ng 
Agua Completar hasta obtener un volumen final 
de 20µL 
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 Todas las muestras se sometieron a los mismos pasos, temperaturas y tiempos 
que se muestran en la tabla 3. 
Una vez que se obtuvieron los Cts de las muestras de los hemisferios de las 
diferentes etapas de desarrollo de cerebro de rata, se procedió a calcular los ΔΔCt 
de las muestras mediante Excel (Miscrosoft Office, 2013) y se determinó si había 
una diferencia significativa mediante el uso del Software SPSS y GaphPad prism7 
usando el análisis estadístico de Anova y el post hoc de bonferroni, tomando como 
estadísticamente significativo una P≤0.05. 
Se calcularon los porcentajes de inhibición de Zmiz1 en la línea celular C6 de 
glioblastoma (C6) de rata y se compararon los ΔCt de las muestras transfectadas 
ya sea con el ARNi, con el control negativo o muestras sin transfectar, mediante el 
uso del software Excel (Microsoft Office, 2013) y para su análisis e interpretación 
se usó el software GraphPad Prism 7.  
8. 9 Microarreglos de expresión 
Una vez verificada la inhibición de Zmiz1 en la línea celular de glioblastoma (C6), 
se procedió a realizar un microarreglo de expresión de un color (Low Imput Quick 
Amp Labeling Kit, Agilent Technologies). 
Se utilizaron las muestras que presentaban una mayor inhibición (ARNi contra 
Zmiz1) y las células transfectadas con el control negativo, estas muestras fueron 
procesadas siguiendo el protocolo sugerido por Agilent Technologies con el Low 
Imput Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies), en donde el ARN se 
convertió en ADNc, y se realizó una retrotranscripción para obtener ARNc. Las 
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cadenas del ARNc quedaron marcadas con el marcador fluorescente Cyanine 3 
(Cy3 Rojo). 
El ARNc se purificó, fragmentó y se hibridó en un microarreglo de expresión de 
rata de 8 muestras, que posee 60,000 sondas por muestra (SurePrint G3 Rat GE 
8x60k), para la hibridación el microarreglo se incubó en un horno rotatorio (Shel 
Lab) a 65°C por 17 horas. 
Una vez pasadas las 17 horas, se procedió a lavar y escanear el microarreglo 
mediante la plataforma Sure Scan (Agilent Technologies) y se obtuvo una imagen 
en blanco y negro con el mapa de puntos del microarreglo, la imagen se procesó 
con el software Agilent Feature Extraction, a partir del cual se obtuvo una imagen 
a color de los spots del microarreglo, también un análisis de control de calidad y 
los arhivos. ―.txt‖. En estos archivos se encuentran los valores numéricos que 
indican la intensidad de cada sonda en log2, estos fueron procesados con el 
software GeneSpring, para realizar el análisis de significancia biológica (P≤0.01, 
prueba T y con corrección Benjamini-Hoechberg). Una vez obtenidos los 
resultados se tomaron aquellos datos que pasaron el análisis significativo (P≤0.01) 
y además que presentan un cambio significativo en su nivel de expresión (sondas 
que presenten un nivel de expresión mayor a dos o la mitad de los controles) para 
a partir de estos resultados obtener los genes alterados y mediante Wikipathways 
las vías de señalización afectadas por la inhibición de Zmiz1. 
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CAPITULO IX 
RESULTADOS 
9.1 PCR punto final y tiempo real 
Se realizó una PCR in silico (figura 3), utilizando el programa Primer-Blast para 
asegurarnos de obtener el resultado esperado con los primers utilizados, a partir 
de la secuencia del ARN mensejaero de ZMIZ1 de rata (NM_001108393.1) 
posteriormente, se  procedió primero a extraer el ARN de cualquiera de los dos 
hemisferios de embrión, recién nacido y adulto (se realizaron triplicados biológicos 
de embriones, recién nacidos y adultos), y a partir de la retrotranscripción (figura 
4) se obtuvo el ADN , el cual se sometió a una PCR punto final (figura 5), 
obteniéndose un fragmento de 98 pares de bases.  
 
 
 
Figura 3.  PCR in silico de ZMIZ1. En la imagen se observan las características de los primers 
utilizados y la longitud del producto amplificado que es de 98 pb. 
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Figura 4. Geles de la extracción de ARN y retrotranscrpción de las diferentes etapas de 
desarrollo de cerebro de rata. En el lado izquierdo se muestra la extracción de ARN (las bandas 
que se observan con intensidad, son las subunidades ribosomales), a partir de los hemisferios de 
las diferentes etapas de desarrollo de rata. Mientras que en el lado derecho se observa el ADN 
complementario (indicado por un barrido debido al uso de random primers, que va desde los 
353pb-12.3kb), tras someter el ARN a una retrotrasncripción. (M= Marcador de peso molecular; E1, 
E2 y E3 = embrión 1, embrión 2 y embrión 3, respectivamente; R1, R2, y R3 recién nacido 1, recién 
nacido 2 y recién nacido 3, respectivamente; A1, A2, A3 = adulto 1, adulto 2 y adulto 3, 
respectivamente). 
       M   E1  E2  E3 R1  R2 R3   A1  A2  A3   M   E1 E2  E3 R1 R2  R3 A1 A2 A3 
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Figura 5.- PCR punto final de ZMIZ1. Amplificación del producto esperado con un peso 98 pb 
(recuadro azul), mediante PCR punto final. (M= Marcador de peso molecular; E= embrión, R = 
recién nacido,  A = adulto y C= control negativo). 
 
Una vez comprobada la correcta amplificación de nuestro producto deseado, se 
procedió a realizar la PCR tiempo real (figura 7). A partir de la muestra de recién 
nacido a diferentes concentraciones (1000, 200, 40 y 8ng) obteniéndose un gráfico 
de amplificación y una curva de fusión, en la cual no se observa ninguna 
inespecificidad (GAPDH y ZMIZ1). Se utilizaron los Cts, del gráfico de 
 M     E     R     A      C 
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amplificación para realizar una curva de calibración y determinar la eficiencia tanto 
de los primers para GAPDH como para ZMIZ1, a través de la fórmula 10^ (-
1/pendiente).   
 
 
Figura 6.- Gráfico de amplificación y de fusión de GAPDH utilizando diferentes 
concentraciones. Al lado izquierdo se muestra el gráfico de amplificación (A=1000, B=200, C=40 
y D=8ng) y al lado derecho la curva de fusión para  GAPDH. 
        A   B  C   D 
ΔRN - Rn 
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Figura 7.- Gráfico de amplificación y de fusión de ZMIZ1 utilizando diferentes 
concentraciones. Al lado izquierdo se muestra el gráfico de amplificación (A=1000, B=200, C=40 
y D=8ng)  y al lado derecho la curva de fusión para  ZMIZ1. 
 
Después de determinar la eficiencia de los primers, se procedió a analizar la 
expresión relativa de GAPDH y ZMIZ1, utilizando una concentración de 200ng 
para poder discernir diferencias entre embrión, recién nacido y adulto. 
         A  B  C  D 
ΔRN - Rn 
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Figura 8.- Gráfico de amplificación y curva de fusión de GAPDH, para determinar la 
expresión relativa. Al lado izquierdo se muestra el gráfico de expresión relativa y al lado derecho 
la curva de fusión para GAPDH. 
 
Figura 9.- Gráfico de amplicación y curva de fusión de ZMIZ1, para determinar la expresión 
relativa. Al lado izquierdo se muestra el gráfico de expresión relativa y al lado derecho la curva de 
fusión para  ZMIZ1. 
ΔRN - Rn 
- Rn ΔRN 
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Figura 10.- Curvas de calibración de GAPDH y ZMIZ1. Al lado izquierdo se muestra la curva de 
calibración para GAPDH y en el lado derecho la curva de calibración para ZMIZ1. 
A partir de los Cts se calculó la expresión relativa y se procedió a realizar un 
gráfico utilizando el programa GraphPad Prism 7.01, dando como resultado una 
diferencia significativa en la expresión de ZMIZ1 entre las diferentes etapas del 
desarrollo de cerebro de rata (Figura 11). 
48 
 
 
9.2 Inhibición 
También se determinó la expresión relativa de ZMIZ1 en células de glioblastoma 
C6, para posteriormente realizar la inhibición de ZMIZ1 utilizando el ARNi 
s166829, que reconoce las diferentes isoformas de este gen. La expresión de 
ZMIZ1 en la línea celular es muy semejante a la de adulto, además no se observa 
una diferencia significativa al comparar estos dos grupos (figura 12). 
Figura 11.-Expresión relativa de ZMIZ1 en 
diferentes etapas de desarrollo de cerebro 
de rata. (**** Y *** = Extremadamente 
significativo,        ** = Muy significativo,   
* = Significativo). 
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Para realizar la inhibición, primero se cultivaron las células bajo las condiciones 
descritas en la metodología y cuando se obtuvo un 90% de confluencia se realizó 
conteo celular y a partir de 40,000 células se procedió a realizar la inhibición, estas 
células se cultivaron con el agente lipofectante (siPORT NeoFX) y el ARNi por 
24, 48 y 72 horas y no se observarón cambios en la morfología de la línea tras la 
inhibición de ZMIZ1 (figura 13) . 
 
 
 
 
 
Figura 12.- Expresión relativa de 
ZMIZ1 en las células de glioblastoma 
C6 de rata (**** = Extremadamente 
significativo, ns = no significativo). 
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Figura 13.- Células control e inhibidas (ARNi contra ZMIZ1), con diferentes tiempos de 
incubación (24, 48 y 72 horas).  
 
Tras los períodos de incubación, se procedió a extraer el ARN y convertirlo a 
ADNc (figura 14) para analizar la expresión relativa, y determinar el tiempo al cual 
se obtenía un mayor porcentaje de inhibición. Siendo a las 48 horas, el período de 
incubación con el mayor porcentaje, el cual correspondió a un 55% de inhibición 
   24 hrs 
   48 hrs 
   72 hrs 
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(figura 17), pero antes de realizar la PCR tiempo real se realizó una PCR punto 
final (figura 15), solo para verificar la obtención del producto deseado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
Figura 14. Geles de la extracción y retrotranscripción, tras la inhibición de ZMIZ1. En el lado 
izquierdo se muestra la extracción de ARN (las bandas intensas corresponden a las subunidades 
ribosomales y en los carriles 10, 11 y 12 se observan estas subunidades y además, ADN 
genómico), de los controles (ARNi scrambled no interfiere la expresión de ningún ARN mensajero), 
así como las células inhibidas a diferentes tiempos de incubación. Mientras que en el lado derecho 
se observa el ADN complementario (barrido que va 353 pb-12.3 kbs), tras someter el ARN a una 
   M    1    2     3    4    5    6    7     8    9    10  11  12 
       M    ϭ   Ϯ     ϯ    ϰ    ϱ   ϲ     ϳ    ϴ    ϵ   ϭϬ  ϭϭ  ϭϮ
      M  1  2   3   4   5  6   7   8  9  10 11 12 
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retrotrasncripción. (M= Marcador de peso molecular, 1,2 y 3 = Controles; 4,5 y 6 inhibición de 
ZMIZ1 con un tiempo de incubación de 24 horas; 7,8 y 9 = inhibición de ZMIZ1 con un tiempo de 
incubación de 48 horas; 10,11 y 12= inhibición de ZMIZ1 con un tiempo de incubación de 72 
horas).  
 
 
 
     1    2    3    M 
Figura 15.- PCR punto final, tras la inhibición 
de ZMIZ1, a diferentes períodos de incubación. 
Se observa el producto amplificado de 98 pb 
(recuadro azul), tras la inhibición de ZMIZ1 a 
diferentes períodos de tiempo de incubación (M= 
marcador de peso molecular, 1= inhibición de 
ZMIZ1 con un tiempo de incubación de 24 horas, 
2= inhibición de ZMIZ1 con un tiempo de 
incubación de 48 horas y 3= inhibición de ZMIZ1 
con tiempo de incubación de 72 horas). 
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Figura 16.-  Gráficos de amplificación y curvas de fusión de GAPDH y ZMIZ1, tras la inhición 
de ZMIZ1 a diferentes períodos de incubación (24, 48 y 72 horas). Al lado izquierdo se observa 
el gráfico de amplificación y la curva de fusión para GAPDH. Mientras que en el lado derecho se 
encuentra el gráfico de amplificación y la curva de fusión para ZMIZ1. 
 
ΔRN ΔRN 
-Rn 
-Rn 
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9.3 Microarreglo de Expresión 
Una vez determinado el porcentaje al cual se obtenía una mayor inhibición (48 
horas) de ZMIZ1, se procedió a realizar el microarreglo de expresión, para 
determinar los cambios en el transcriptoma de la línea celular de glioblastoma C6, 
y así identificar los genes potencialmente regulados por ZMIZ1. Para el 
microarreglo se utilizaron 8 muestras, de las cuales dos eran duplicados de las 
células sometidas a la inhibición de ZMIZ1 con un periodo de incubación de 48 
horas, mientras que el resto eran triplicados del control de células incubadas con 
el ARNi scrambled y una muestra control sin agente lipofectante (figura 18). Las 
muestras fueron hibridadas en el chip de expresión de rata, para posteriormente 
ser escaneadas y a través del software Agilent Feature Extraction determinar si 
cumplían con los controles de calidad. Casi todas las muestras cumplieron con los 
controles de calidad, excepto la muestra control sin ARNi scrambled, la cual 
Figura 17.-  Porcentajes de 
inhibición de ZMIZ1, tras su 
incubación a diferentes períodos 
de tiempo (24, 48 y 72 horas). 
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mostró una pobre hibridación con las sondas del chip y fue por ello que se eliminó 
para ser procesada por el software GeneSpring v14.5. Con GeneSpring v14.5 se 
realizó el análisis estadístico para determinar aquellos genes que estaban 
diferencialmente expresados, para ello se realizó un análisis de T de Student 
(significancia menor o igual 0.01), y se tomaron en cuenta aquellas entidades cuyo 
cambio de expresión fue al menos de 2 veces y a través de WikiPathways se 
determinaron las vías en las que estaba involucrados estos genes 
diferencialmente expresados. 
Figura 18.- Imagen del microarreglo de expresión, posterior a la hibridación de las muestras. 
Cada punto representa la hibridación de las muestras con las sondas del chip. 
El análisis de GeneSpring v14.5 arrojó que había 27 entidades (sondas de genes) 
sub-expresadas, de las cuales corresponden a 21 genes (figura 19). Entre las 
rutas en las que participan estos genes, se encuentran las vías de señalización de 
los receptores del factor de crecimiento epidermal (ErbB y EGFR),  de la insulina, 
de la metilación, de las monoaminas y en la vía de señalización del metabolismo 
del carbono. Además, se determinó la correlación entre las muestras, ya sean 
controles o muestras con el ARNi contra ZMIZ1 (figura 19), observándose una alta 
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correlación entre las muestras inhibidas (solo uno de los duplicados muestra una 
pobre correlación); lo mismo se observó en los controles al compararse entre 
ellos, mostrando una alta correlación, mientras que al hacer una comparación 
entre alguna muestra inhibida y algún control se observa una pobre correlación. 
 
                                                                                               
                                                                                                        
                                                                           
Figura 19.- Mapa de calor, tras la inhibición de ZMIZ1. En esta imagen se compara la expresión 
de los genes diferencialmente expresados  (que cumplieron con una P menor o igual a 0.01, tras la 
ARNi Control 
Rango de colores 
Sobre-expresado Sub-expresado 
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prueba t de student). Solo se observan genes sub-expresados tras la inhibición de ZMIZ1 con 
respecto al control.                     
 
 
 
 
 
Figura 20.- Correlación entre las muestras inhibidas y no inhibidas. En esta imagen se 
observa  una alta correlación entre las muestras inhibidas y no inhibidas, respectivamente (rojo = 
alta correlación y azul= baja correlación). 
 
No inhibidas 
No inhibidas Inhibidas 
Inhibidas 
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CAPITULO X 
DISCUSIÓN 
El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) es un proceso compuesto de una 
serie de modificaciones y una compleja expresión de genes espacio-temporal. 
Aunado a esto, la complejidad anatómica en mamíferos hace que se presenten 
problemas para el análisis de la función y expresión de los genes. El reto más 
difícil es el hecho de que hay cientos de tipos de linajes celulares funcionalmente y 
morfológicamente definidos. Lo que da como resultado que la interpretación de los 
fenotipos causados por anomalías en el SNC, sea en ocasiones muy difícil de 
asociar a patologías neurológicas provocadas por la alteración de un gen o grupo 
de genes. Este problema se deriva de la inter-dependencia de los tipos de células 
neuronales y la liberación de factores tróficos producidos por otros tipos de 
células. Por ejemplo, la muerte de neuronas aferentes, en algunas ocasiones se 
acompaña de inactivación celular o muerte de clases específicas de neuronas, 
que son directamente afectadas por la mutación. Por lo tanto, frecuentemente la 
base celular para el fenotipo del SNC, no puede ser evaluada sin el uso de 
quimeras de embriones experimentales que presenten genes mutados o al menos 
información precisa sobre los patrones de expresión del gen mutado (Heintz, 
2000).   
A razón de lo anterior, en este trabajo se optó por utilizar la línea celular de 
glioblastoma C6 de rata, ya que las células gliales, la conforman tres tipos 
fundamentales de células en el sistema nervioso central: astrocitos, 
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oligodendrocitos y células ependimarias. La astroglia constituye uno de los tipos 
de glía que guarda una relación más directa con la plasticidad neural. La 
plasticidad sináptica, representa la posibilidad de modificación del tipo, forma, 
número y función de la sinapsis y de los circuitos neuronales, interviniendo en 
procesos tan diversos como el aprendizaje y la memoria, la respuesta a distintas 
situaciones fisiológicas y la recuperación después de sufrir lesiones (Bustamante 
et al., 2004). Además, se sabe que la glía interviene activamente en el proceso de 
renovación sináptica, permitiéndole al sistema nervioso central realizar 
modificaciones anatómicas y funcionales, a lo largo del curso entero de toda la 
vida del organismo (Nieto et al., 2003).  
En la actualidad, se tiene un limitado conocimiento sobre los genes y la función de 
genes involucrados en procesos biológicos en SNC. Por lo tanto, es de vital 
importancia el descubrimiento de nuevos genes y su función en el SNC. Esto nos 
permitirá relacionar el origen de diferentes patologías neurológicas descubiertas y 
aún por descubrir. Tal es el caso de ZMIZ1, del cual no se tiene claro su papel en 
el SNC, y como ya se mencionó en la introducción, este gen se encontró truncado 
y fusionado con otro gen debido a una translocación equilibrada de novo entre los 
cromosomas 10 y 19, en una niña de 11 años con DI (edad mental de 5 años) y 
múltiples alteraciones neuropsiquiátricas ( una pobre orientación en el espacio, 
falta de atención y contacto visual, impulsividad sexual y falta de interacción 
social) (Cordóva-Fletes et al., 2015).  
Por todo lo anterior, se procedió a analizar los niveles de expresión de ZMIZ1 en 
diferentes etapas de desarrollo en rata. Además, se realizó un estudio in vitro, en 
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el cual se inhibió la expresión de ZMIZ1, para determinar las vías reguladas por 
este gen y las posibles funciones en las que está involucrado. 
De acuerdo con nuestros resultados de expresión, ZMIZ1 mostró una alta 
expresión en las diferentes etapas de desarrollo de cerebro de rata (embrión de 15 
díás, recién nacido de 1 día y adulto de 3-5 meses), habiendo un declive a partir 
de la etapa de recién nacido y adulto con respecto al embrión. Esto concuerda con 
lo reportado por Rodríguez-Magadán y cols., (2008), quienes observaron que en 
tejido neural de embriones de ratón, hay una alta expresión de dicho gen, durante 
el desarrollo embrionario. Por lo tanto y en concordancia con estos autores Zmiz1, 
puede tener un papel importante en el neurodesarrollo embrionario, pero al mismo 
tiempo tener participación en otros procesos de mantenimiento/comunicación 
neuronal.  
Además, ZMIZ1 interactúa con los complejos de remodelación de la cromatina 
SWI/SNF, los cuales juegan un papel importante en distintos procesos, tales 
como, transcripción, diferenciación celular y reparación del ADN, en diferentes 
tipos celulares, incluyendo neuronas. Este complejo también se ha visto implicado 
en DI. En este sentido, Tsurusaki y cols., (2012) identificaron que mutaciones en 
los genes AR1D1B, ARID1A, SMARCA4 (BRG1), SMARCE1 y SMARCB1, causan 
el síndrome de Coffin-siris. Este síndrome se caracteriza por una severa DI, 
retraso en el habla, así como hipertricosis y ausencia de la quinta uña o uña de los 
pies. Interesantemente, Córdova-Fletes y cols., (2015) reportaron por primera vez 
la interacción entre las proteínas ZMIZ1 y BRG1 (SMARCA4) en células de 
cerebro de ratón. Además, observaron que la paciente en la cual encontraron 
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truncado la proteína ZMIZ1, presentaba ciertas características que se sobrelapan 
con el Síndrome de Coffin-Siris, sugiriendo que la  haploinsuficiencia de ZMIZ1, 
podría conducir a una interacción deficiente entre ZMIZ1 y BRG1 y afectar por lo 
tanto, la expresión de genes blanco durante el neurodesarrollo; de hecho, al ser un 
un co-factor de remodelación de la cromatina, ZMIZ1, podría actuar como un 
regulador transcripcional también en células del cerebro. Si bien, existen algunos 
reportes que indican una posible asociación de las variantes genéticas de ZMIZ1 
en ciertas alteraciones psiquiátricas, aún no hay casos reportados hasta la fecha, 
que indiquen que una deleción o la haploinsuficiencia de ZMIZ1, causen DI y/o 
alteraciones neurosiquiátricas. Por lo tanto, el presente trabajo, muestra los 
primeros indicios de las consecuencias de la haploinsuficiencia de ZMIZ1 en 
células nerviosas.  
 Puesto que los porcentajes de inhibición de ZMIZ1 en nuestro estudio fueron 
alrededor de 60%, es posible que nuestro modelo asemeje o simule la 
haploinsuficiencia de ZMIZ1 (los ratones homocigotos para una mutación que 
produce una proteína trunca o incompleta de ZMIZ1 son incompatibles con la vida, 
Beliakoff et al., 2008). Interesantemente, los resultados del análisis del 
transcriptoma de las células de rata tras la inhibición selectiva de ZMIZ1, mostró 
sólo genes sub-expresados, sugiriendo que ZMIZ1 activa la transcripción de estos 
genes y por ende, permite su expresión. Algunos de estos genes pertenecen a la 
familia de los receptores acoplados a las proteínas G (GPCR, del inglés G protein-
coupled receptors), los cuales son activados por un gran número de ligandos, 
incluyendo fotones, complejos aromáticos, neurotransmisores y hormonas. 
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Muchos de los receptores de la familia 1 de los GPCR´S se distribuyen 
ampliamente en el SNC y están involucrados en la regulación del control motor, 
aprendizaje y memoria.  
Entre los genes afectados tras la inhibición de ZMIZ1, que pertenecen a la familia 
1 de los GPCRS, se encontró a HTR1B y TAAR7G. HTRB1 se encarga de regular 
el sistema de serotonina (vía de las monoaminas), involucrándose en las vías de 
la motivación y la memoria (Drago et al., 2010). Estas funciones concuerdan con 
las de los receptores del neurotransmisor de serotonina de la familia 1 de los 
GPCRS, ya que HTRB1 pertenece a esta familia. Entre las funciones de este tipo 
de receptores se incluyen, sueño, alimentación, agresión y termorregulación. 
Además, HTR1B se ha relacionado con el trastorno límite de la personalidad o 
borderline (Tadic, et al., 2009). Este es un complejo desorden psiquiátrico, 
caracterizado por un comportamiento impulsivo, de autoagresión y suicida, esto se 
asemeja a las características observadas cuando hay un desequilibrio en el 
sistema serotonérgico (Karasinska, et al., 2003). Por otra parte TAAR7G es un 
neuromodulador de la vía de las aminas y al igual que HTRB1 está involucrado en 
desórdenes psiquiátricos, además, de ser responsable de causar depresión y 
migraña (Linemann et al., 2005). Llamativamente, esta constelación de rasgos 
clínicos es consistente con las alteraciones observadas en la paciente con la 
proteína truncada de ZMIZ1 (Córdova-Fletes et al., 2015).  
Otros genes que también se ven afectados por la inhibición de ZMIZ1 y que 
pertenecen a la familia de los GPCRS son GPR143 y PDC.                           
GPR143 funciona como receptor para DOPA en células epiteliales de retina 
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(López et al., 2008). Mutaciones en este receptor, causan albinismo ocular de tipo 
1. Esta enfermedad está ligada al cromosoma X y se caracteriza por una severa 
reducción visual, hipopigmentación de la retina, hipoplasia de la fóvea y la 
presencia de melanosomas gigantes en los melanocitos de la piel y en el pigmento 
epitelial de la retina (O´Donnell et al., 1976; Garner y Jay, 1980). Este receptor 
también se ubica en el núcleo del tracto solitario en el bulbo raquídeo, en donde 
está involucrado en la regulación de la respuesta a bradicardia y a depresores, a 
través de su unión a DOPA, mediando así la respuesta a DOPA en el SNC 
(Hiroshima et al., 2013). Por otro lado, a PDC también se le ha visto involucrado 
en la regulación de la fototransducción visual, modulando la actividad de las 
subunidades βϒ de la proteína G. Alteraciones en PDC se han visto relacionadas 
con aberraciones en la morfología de la retina (Sokolov et al., 2004). Además, 
PDC juega un importante papel en la regulación de la presión arterial, aunque aún 
no está del todo claro el mecanismo por el cual se lleva a cabo. Se sabe que PDC 
regula la actividad eléctrica debido a cambios específicos en la conductividad de 
potasio y al aumentar la concentración de potasio se incrementa la actividad 
eléctrica simpática, dando lugar al desarrollo de hipertensión. Este gen es 
expresado en los ganglios simpáticos del sistema periférico y juega un papel 
importante en los receptores adrenérgicos, ya sea induciendo estrés o 
hipertensión (Beetz, 2009).  
Tras la inhibición de ZMIZ1, también se vieron perjudicados, aquellos genes que 
participan en vías que son activadas tras un trauma cerebral (Eng et al., 1987; 
Norenberg, 1994; Fawcett et al., 1999; Eng et al., 2000; McGraw et al., 2001; 
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Sofroniew, 2009; Zhou et al., 2015), enfermedades neurodegenerativas o cáncer 
(Borgoño y Diammandis, 2004; Broderick et al., 2004; Adinolfi et al., 2015).      
Aunque el cáncer y la neurodegeneración son a menudo considerados como 
mecanismos opuestos, uno debido a que potencia la resistencia a la muerte 
celular y otro por ocasionar una muerte celular prematura, respectivamente. 
Muchos de los genes asociados con cualquier cáncer o neurodegeneración, 
juegan un papel importante en el control del ciclo celular, reparación del ADN y en 
la señalización de las cinasas (Plun et al., 2010), como tal es el caso de KLK1, 
P2RX6 y PIK3Ca, los cuales están implicados en la regulación de ciclo celular, 
mediante la activación de AKT.  
KLK1 es una proteasa (KLK1) que activa los receptores PARS (receptores 
activados por proteasas) y los receptores de bradiquinina (B2), los cuales 
pertenecen a la familia de los receptores GPCRS (Ossovskaya y Bunnett 2004; 
Bhoola et al., 2001).  A través de estos receptores, regula vías que participan en la 
descamación de la piel, formación del esmalte de los dientes, plasticidad sináptica 
neuronal y en la función del riñón y el cerebro (Stefanini et al., 2015). Además, se 
sabe que KLK1 en neuronas promueve una rápida retracción de las neuritas y 
degeneración de las neuronas corticales in vitro y cuando esta proteasa está 
sobre-expresada suprime la fosforilación de AKT comprometiendo la supervivencia 
celular (Scarisbrick et al., 2008). También KLK1 en neuronas activa a ERK 
desencadenando diversos efectos como: muerte neuronal, nocicepción y 
plasticidad neuronal (Selcher et al., 2003). En contraste a lo observado en células 
gliales, ya que se activa AKT (Choi et al., 2005; Neary et al., 2005) y ERK, 
65 
 
promoviendo la diferenciación de estas células y la astrogliosis (Wang et al., 2002; 
Sorensen et al., 2003; Nicole et al., 2005; Luo et al. 2006; Wang et al., 2007). Esto 
concuerda con lo observado tras un accidente cerebro vascular, en donde KLK1 
cambia la expresión molecular y morfología de los astrocitos provocando la 
formación de cicatrices y la inhibición de la regeneración de los axones (Fawcett et 
al., 1999; McGraw et al., 2001; Sofroniew, 2009) y además, desencadena 
hemorragia cerebral, ya que, esta proteasa regula la permeabilidad vascular, 
formación de edemas e inflamación (Leeb-Lundberg et al., 2005). También esta 
proteína se ha relacionado con isquemia al miocardio (Meneton et al., 2001) y esto 
de cierta forma apoya lo descrito por Nagase (1999) y colaboradores donde 
reportaron que ZMIZ1 presenta una alta expresión en corazón y cerebro, lo cual 
puede indicar que ZMIZ1 regula la expresión KLK1 en estos órganos.     
P2RX6, es un receptor que participa como un canal de iones y se une al ATP. 
Tras un trauma cebrovascular o enfermedades neurodegenerativas (Eng et al., 
1987; Norenberg, 1994; Eng et al., 2000), incrementa la expresión de la proteína 
fibrilar ácida de la glia o GFAP, y por ende, hay una mayor proliferación de los 
astrocitos, ya que se eleva la concentración de ATP (Rathbone et al.,1992; 
Abbracchio et al.,1994; Neary et al., 1994). Además P2RX6 se une a los 
receptores P2AX, los cuales se cree que regulan, la activación de AKT y ERK, 
debido a que estos receptores pueden activar a sus predecesores  PI3-K y MEK, 
respectivamente (Neary, et al., 2003). P2X6 junto con P2X2 participan en la 
diferenciación de células progenitoras neuronales, ya que presenta una elevada 
expresión en cultivos de neuro-esferas sometidos a una diferenciación neuronal 
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dirigida. Estos cultivos consisten en agregar células progenitoras neuronales en 
ausencia de factores de crecimiento epidérmicos y de fibroblastos, y de sustancias 
mitógenas (activación de las MAPK/ERK), para evitar el crecimiento de células 
gliales, ya que estás inhiben la proliferación de células neuronales (Shwindt et al., 
2011). También estos receptores regulan la concentración de calcio y la activación 
de CREB, el cual regula la proliferación, diferenciación, la respuesta de 
supervivencia en neuronas maduras, plasticidad sináptica, aprendizaje y memoria 
a largo plazo (Silva et al., 1998, Kandel 2001; León et al., 2006). Además, P2X6 
presenta una alta expresión durante la neurogénesis post-natal (Cheung et al., 
2005; da Silva et al., 2007) lo cual podría indicar porque ZMIZ1 presenta una 
expresión muy similar a la de embrión en cerebros de rata.   
PIK3Ca es un gen que codifica a PI3K, la cual es una cinasa que es activada a 
través, de los receptores tirosina cinasa en respuesta a varios factores de 
crecimiento (EGF, IGF, insulina, VEGFA y PDGF) y estímulos externos. Y 
posiblemente también sea activada por P2RX6 y los receptores regulados por 
KLK1. Una vez activada PI3KCA, este fosforilará a PIP3,  dando como resultado la 
activación de AKT, el cual activará otros efectores, como CREB (Du y Montminy., 
1988; Pugazhenthi et al., 2000; Engelman et al., 2006), que le permitirán regular el 
crecimiento, la proliferación, supervivencia y motilidad celular (Engelman 2006; 
Cain y Ridley, 2009). Las rutas en las que se vio involucrado a PI3KCa, de 
acuerdo, a lo arrojado por Wikipathways, son en las vías de señalización de 
EGFR, ErbB e insulina. EGFR y ErbB, son receptores de factores de crecimiento 
epidérmicos que se expresan en células progenitoras neuronales, estimulando la 
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proliferación, supervivencia, migración y diferenciación preferencialmente al linaje 
de oligodendrocitos. Una disminución en los niveles de EGF y de dopamina, se 
asocian con esquizofrenia, debido a malformaciones en la oligodendrogénesis y 
en la mielina. La dopamina promueve la trans-activación del receptor EGF, 
aumentando la proliferación de células precursoras neurales. Además, la familia 
de los receptores ErbB son importantes reguladores de la oligodendrogénesis 
inducida por dopamina (Galvez et al., 2013). También el receptor EGF, puede ser 
trans-activado, tras una isquemia o reperfusión (radicales libres) cerebral, 
observándose, que AKT inhibe la vía de las MAPK/ERK, al fosforilar RAF-1 en su 
sitio inhibitorio de fosforilación, lo cual ocasiona un decremento en la actividad de 
las MAPK/ERK (Zhou et al., 2015). Esto concuerda con lo observado por Neary y 
cols., (2003), ellos encontraron que la actividad de ERK, se reducía alrededor de 
un 62%, después de inducir daño mecánico en astrocitos, tratados con radicales 
libres. La inhibición de la vía MAPK/ERK reduce daños celulares inducidos por la 
reperfusión, como muerte neuronal. Es de agregar, que la expresión de la 
ubiquitina Cbl-c se vio afectada, por la inhibición de ZMIZ1. Esta ubiquitina regula 
la degradación de EGFR e IGFR (Keane et al., 1999; Kim et al., 2004; Yu et al., 
2012), tras su activación por la unión a ligandos, de manera que controla la 
biogénesis de insulina, mediante la regulación de IGFR (Yu et al., 2012). Además, 
Cbl-c en conjunto con CD2AP (proteína que se une a los filamentos de actina y a 
una variedad de proteínas de la membrana celular) regula la degradación de Ret, 
que al igual que EGF pertenece a la familia de los receptores tirosina cinasa. Ret 
se une a GDNF y este ligando tiene un papel crítico en el desarrollo del sistema 
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nervioso y su mantenimiento (Tsui y Pierchala, 2008).                          
Por otro lado, PIK3Ca, también participa en la vía de la insulina/IGF-1 (en español, 
factor de crecimiento insulínico tipo 1). En cerebro, altas concentraciones de 
insulina inducen a diferenciación de las células madres neuronales postnatales 
(Arsenijevic y Weiss, 1998) y en cultivos embrionarios la insulina e IGF-1 
conducen a una mayor producción de neuronas durante la diferenciación, en 
comparación con cultivos estimulados solo con IGF-1 (Han et al., 2008). Ya que, 
IGF promueve la proliferación y reduce la capacidad de diferenciación en células 
progenitoras neuronales adultas, a través de CREB, el cual es estimulado por 
FGF-2 (Peltier et al., 2007; y Rafalski y Brunet 2011) y AKT inhibiendo la vía de las 
MAPK/ERK, dando como lugar una disminución de la expresión de GFAP y β-
tubulina III, marcadores gliales y neuronales, respectivamente.  
Además, AKT activa a mTOR, el cual regula ciertas acciones celulares de 
PI3K/AKT y está involucrado en el crecimiento neuronal normal, promoviendo la 
diferenciación, la elongación y ramificación de las neuritas, y formación sináptica 
durante el neurodesarrollo (Takei y Nawa, 2014). AKT, también regula de manera 
negativa a FoxO, el cual es un factor de transcripción que al estar fosforilado se 
ubica en el citoplasma, evitando así su actividad transcripcional. Este factor de 
transcripción tiene una importante función en diferentes tejidos, permitiendo la 
supervivencia y respuesta de defensa contra el estrés oxidativo, también 
promueve la capacidad en células neuronales progenitoras de auto renovarse y 
mantenerse en estado de multipotente (Rafalski y Brunet, 2011). A PI3KCa 
también se le ha visto implicado en el Síndrome de Macrocefalia Malformación 
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capilar, el cual es causado por mutaciones en PIK3Ca y está positivamente 
correlacionado con una alta expresión del factor de crecimiento vascular (VEGF) 
(Salajegheh, 2016).  
Otra de las rutas arrojadas por Wikipathways, es la ruta del metabolismo del 
carbono y la metilación. Alteraciones en la ruta del carbono pueden dar lugar a la 
neurodegeneración y cáncer, ya que esta ruta, está involucrada en la biosíntesis 
de nucleótidos, precursores de reparación del ADN y producción de la S-
adenosilmetionina que es una fuente de grupos metilo para diversos procesos 
biológicos, tales como la metilación del ADN, el cual es un paso crítico para la 
estabilidad genómica (Hazra et al., 2009; Fowler et al., 2012). La S-
adenosilmetionina es producida través de la metionina adenosiltransferasa 1 
(Mat1a) en conjunto con ATP. Interesantemente, esta enzima se encontró también 
sub-expresada tras la inhibición de ZMIZ1. Alteraciones en la Mat1a, dan lugar a 
anormalidades en la materia gris de cerebro, problemas neurológicos incluyendo 
desmelinización cerebral, por un proceso aún no conocido (Chamberlin et al., 
2000). 
Por otro lado, la proteína sináptica Syndig1, también se vio implicada por la 
inhibición de ZMIZ1. Syndig1 es una proteína que regula la sinapsis, al participar 
como una subunidad auxiliar de los receptores AMPA y NMDA (Kalashnikova et 
al., 2010; Lovero et al., 2013). Estos receptores juegan un papel crítico en el 
desarrollo del sistema nervioso central, participando en procesos de aprendizaje, 
memoria, neuroplasticidad y cognitivos (BIanke y Van Dongen; 2009; Henley et al., 
2013). Estos procesos son regulados por la activación de la vía MAPK, ya que 
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estos receptores actúan como canales de cationes, entre estos cationes se 
encuentra el calcio, el cuál actúa como segundo mensajero permitiendo la 
activación de CREB a través de ERK/MAPK (Mao, et al., 2004). Una anormal 
expresión de estos receptores implica numerosos desórdenes neurológicos y 
condiciones patológicas. También los receptores AMPA y NMDA se han visto 
implicados en enfermedades neurodegenerativas durante la vejez (BIanke y Van 
Dongen; 2009; Oquro et al., 1999).  
Otro gen importante para la excitabilidad neuronal es KCNMA1, encontrándose 
sub-expresado, tras la inhibición de ZMIZ1. KCNMA1, codifica canales de potasio 
sensibles a calcio, que son ampliamente distribuidos en el SNC en la etapa 
postnatal, jugando un importante papel en la regulación de la actividad de los 
circuitos del cerebro y de la médula espinal. Estos canales pueden suprimir la 
liberación de neurotransmisores desde las terminales pre-sinápticas, además en 
neuronas pueden regular la forma, la frecuencia y la propagación del potencial de 
acción, así como, la transcripción de genes y morfología nuclear. Mientras que en 
astrocitos y en músculo liso pueden regular el flujo de sangre cerebral y por lo 
tanto la actividad cerebral. KCNMA1 también se ha visto implicado en desórdenes 
en el SNC, tales como, epilepsia, ataxia, retraso mental y discinesia paroxística 
cinesigénica (movimientos involuntarios) (Contet et al., 2016). Además, altos 
niveles de glucosa inducen la liberación de insulina, regulada por estos canales en 
células beta del páncreas (Fridlyand et al., 2013). Pero aún no se sabe si también 
se incrementan los niveles de insulina en cerebro. 
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COX62a también está implicado en la neurodegeneración, el cual asimismo se 
encontró sub-expresado por la inhibición de ZMIZ1. COX62a cataliza la 
transferencia de electrones desde el citocromo C al oxígeno y está involucrado en 
la homeostasis del cobre y hierro en cerebro (desregulación de la homeostasis de 
metales está asociado con Alzheimer) (Myhre et al., 2013). La sub-expresión de 
Cox62a en músculo esquelético, aumenta el estrés oxidativo, el cuál activa a 
PGC-1α y AMPK, aumentando la biogénesis mitocondrial y la sensibilidad a 
insulina. Además, la expresión deficiente de COX62a protege de la resistencia a 
insulina e intolerancia a la glucosa y la obesidad provocado por una dieta alta en 
grasas (Quintens et al., 2013). En cerebro, PGC-1α es activado por CREB al ser 
este blanco del BDNF (factor neurotrófico derivado de cerebro), dando lugar a un 
aumento de la formación de espinas dendríticas (Cheng et al., 2012). Aunque el 
papel de COX62a no se conoce del todo en cerebro, sería interesante saber si la 
sub-expresión de este gen, aumenta la expresión de PGC-1α, y si este potencia la 
sensibilidad a IGF e insulina, a través de la vía de AKT, dando lugar a la 
diferenciación de las células madres progenitoras neuronales.  
OPCML, ODF4 y SPZ1 son genes que están involucrados en cáncer y también se 
encontraron afectados por la inhibición de ZMIZ1. OPCML es un gen supresor de 
tumores, encontrándose principalmente involucrado en gliomas, tras su 
inactivación por la metilación de sus islas CpG (Cui et al., 2008). Pertenece a la 
familia IgLON, las cuales forman parte del grupo de la super-familia de las 
inmunoglobulinas. Estás proteínas son glicosiladas y se unen a la membrana 
lipídica por el anclaje a glicosilfosfatidilinositol. Son particularmente abundantes en 
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cerebro, jugando un papel importante en diversas etapas del desarrollo de este 
órgano (Sugimoto et al., 2012). OPCML al sobre-expresarse incrementa el tamaño 
y la proliferación celular de los astrocitos y esto posiblemente sea a través del 
FGF-2 (factor de crecimiento de fibroblastos), mediante la activación de la vía de 
las MAPK (Sugimoto et al., 2012). También está involucrado en la formación de la 
sinapsis en las dendritas, ya que es una molécula de adhesión sináptica que se 
localiza en la superficie, lo cual le permite regular la sinaptogénesis en respuesta a 
la actividad neuronal (Yamada et al., 2007) y además, se le ha visto relacionado 
con esquizofrenia (O´Donovan et al., 2008). Por otro lado, ODF4 es una proteína 
que se localiza en las densas fibras externas de las colas de espermas maduros 
(Kitamura et al., 2003). Es utilizado como un biomarcador, ya que los antígenos de 
cáncer de testículos presenta una amplia expresión en una variedad de tumores 
(Kazemi-Oula et al., 2015). Aunque aún no está dilucidado su papel en cerebro, 
esta proteína también se expresa en la corteza de roedores y en estudios 
realizados por Khan y colaboradores en el 2012, observaron que el timerosal 
inhibe la actividad de la enzima D2 en la etapa perinatal. D2 es una seleno-enzima 
que convierte a la pro-hormona de la tiroxina en la forma activa. Ellos encontraron 
que había un incremento de la expresión de Odf4 el cual es regulado de manera 
negativa por la tiroxina activa y este podría estar vinculado con un decremento en 
el aprendizaje motor (Khan et al., 2012 y Sulkowski et al., 2011). Por su parte, 
Spz1 es un factor de transcripción  específico de testículos (Hsu et al., 2001), pero 
al igual que ODF4 presenta una amplia expresión en una variedad de tumores, por 
lo tanto es un potencial biomarcador para cáncer (Sammut et al., 2014), varios de 
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estos biomarcadores actúan de diferentes formas, ya sea mostrando resistencia a 
los agentes quimioterapéuticos, promoviendo la unión de las histonas a sitios de 
unión para P53, otros potencian la actividad del receptor de andrógenos (AR), 
dando lugar al crecimiento del tumor o actuando como represores de la 
diferenciación y regulando genes implicados en la proliferación celular (Fratta et 
al., 2011) como tal es el caso de SPZ1, el cuál es fosforilado y activado por la ruta 
de las MAPK, a través de Ras. Spz1 a través de su blanco PCNA (antígeno 
nuclear de proliferación celular) potencia la proliferación celular y la 
tumorogénesis, mientras que condiciones normales controla el crecimiento y la 
diferenciación celular y PCNA está involucrado en el control del ciclo celular, 
progresión del tumor, replicación del ADN y reparación del ADN (Hsu et al., 2005). 
Otros genes que no están directamente involucrados en el SNC, pero que se 
encontraron sub-expresados, son CHRNA9, el cual pertenece a la familia de 
canales iónicos activados por ligandos y a la superfamilia de receptores 
nicotínicos, participando en el desarrollo de las células ciliadas de la cóclea 
(situado en el oído interno) y también se expresa en las células ciliadas externas 
(NCBI, 2012).   Además, se encontraron genes implicados en el olfato, como los 
receptores olfatorios 108 y 1567 acoplados a las proteínas G, los cuales 
interactúan con complejos aromáticos en la nariz, para iniciar una respuesta 
neuronal que desencadena la percepción del olor (NCBI, 2008ªb). Por otra parte, 
también se encontraron a EML6 y TBCEL, los cuales están relacionados con la 
tubulina, pero no hay información al respecto (NCBI, 2016ªb). Por último, se tiene a 
PHEX, el cual codifica a una endopeptidasa transmembranal, este gen se cree 
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que está involucrado en la mineralización del hueso y la dentina, y reabsorción del 
fosfato renal (NCBI, 2013). Estos genes quizás tienen funciones importantes en el 
sistema periférico, debido a que las células de glioblastoma dan lugar tanto a 
células del SNC como del SNP, es probable que por ello el microarreglo de 
expresión arrojara estos datos, aunque es importante indicar que hay poca 
información sobre estos genes y no se puede saber a ciencia cierta si son 
exclusivos del sistema periférico o desempeñan alguna función en el SNC. 
Aunque aún no está claro la forma en que ZMIZ1 regula la expresión de los genes 
que en este trabajo se encontraron implicados en el SNC, es importante destacar, 
que estos genes presentan sitios de unión para factores transcripcionales con los 
que interacciona ZMIZ1, como es P53 (Lee et al., 2007), en los genes KLK1, 
P2RX6 y PIK3C (QIAGEN, 2012). Quizás P53 tiene un papel importante en la 
regulación de la proliferación y diferenciación de células progenitoras neuronales, 
a través de la activación de estos genes que participan en la vía de las MAPK, y 
esto concuerda con lo que menciona Wu (2004) en donde P53 regula la 
transcripción de ciertos genes importantes para esta vía. Entre otros factores 
transcripcionales se encuentran las proteínas Smads (Li et al., 2006), las cuales 
son importantes durante el desarrollo del SNC y durante la diferenciación y 
mantenimiento de las células cerebrales adultas (orientación y crecimiento de las 
dendritas y axones) (Ueberham y Arendt, 2013). Entre los genes que presentan 
sitios de unión para este factor transcripción se encuentra KCNMA1, PDC, 
OPCML y SYNDIG1 (QIAGEN, 2012), los cuales se han visto involucrados en la 
regulación del calcio, excitabilidad neuronal (Beetz, 2009; Contet et al., 2016) o 
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sinapsis (Yamada et al., 2007; Kalashnikova et al., 2010; Lovero et al., 2013). 
Asimismo, OPCML presenta sitios de unión para SMARCA4, al igual que HTR1B 
(QIAGEN, 2012). Tanto en el síndrome de Coffi-Siris (alteraciones en SMARCA4) 
(Swillen et al., 1995) como en trastorno del límite (ligado a HTR1B) se presenta un 
comportamiento agresivo (Tadic, et al., 2009), quizás esto se debe, que al 
presentarse alteraciones en SMARCA4 hay una regulación deficiente de la 
expresión de HTRB1 dando lugar a esta característica que presentan en común. 
Por último,  P2RX6, KCNMA1 y OPCML son genes presentan sitios de unión para 
AP-1 o para FRA-1 (pertenece al complejo AP-1) y estos factores transcripcionales 
están relacionados con las sinapsis normal, el crecimiento y comportamiento de 
las dendritas, el aprendizaje y memoria a largo plazo (Gass et al., 2004; Alberinic 
et al., 2009; Pérez et al., 2011; Vonhoff et al., 2013), esto se sobrelapa con las 
funciones que presenta P2RX6, a través de la activación de CREB, como es 
memoria a largo plazo, aprendizaje y plasticidad sináptica (Silva et al., 1998, 
Kandel 2001; León et al., 2006). Mientras que OPCML y KCNMA1 (QIAGEN, 
2012) participan en la sinapsis en las dendritas y regulación de la excitabilidad 
neuronal, respectivamente (Yamada et al.,2007; Beetz, 2009). Es importante 
destacar, que alteraciones en estos factores transcripcionales se sobrelapan con 
las enfermedades con las que se asocian sus posibles genes blancos. Estas 
enfermedades están principalmente relacionadas con el SNC. Esto concuerda con 
lo reportado por Cordóva-Fletes y cols., (2015) donde la haploinsuficiencia de 
ZMIZ1, da lugar a alteraciones neuropsiquiátricas.  
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Además, ZMIZ1 se ha visto implicado en diversos tipos de cáncer (Sharma et al., 
2003; Li et al., 2011; Rakowski et al., 2013; Rogers et al., 2013; O´Brien et al., 
2014; Zhang et al., 2014; Pinnell et al., 2015), de modo que esto concuerda con 
los genes arrojados tras el análisis de inhibición de este gen. Además, es 
importante destacar, que a pesar de que nuestro modelo de estudio son células de 
glioblastoma, presenta la expresión de genes que son específicos de testículos al 
igual que otros tipos de cáncer, siendo uno de ellos importante durante el 
desarrollo embrionario, permitiéndole a las células de glioblastoma entrar en un 
estado indiferenciado y aumentar la tasa de proliferación. Sería importante 
identificar los factores transcripcionales claves que activan estos genes y 
determinar en qué forma está implicado ZMIZ1 en la regulación de estos genes, si 
es por medio de la unión a los factores transcripcionales o mediante la interacción 
a los complejos de la remodelación de la cromatina.   
Todo lo anterior indica que ZMIZ1 es un gen multidisciplinario que participa en 
diversos procesos en el SNC que van desde el neurodesarrollo, hasta la 
homeostasis de este, todo ello a través de las vías de las MAPK o receptores 
acoplados a las proteínas G. Además, ZMIZ1 está involucrado en procesos de 
metilación del ADN para mantener la estabilidad genómica, así como en procesos 
de reparación del ADN. Alteraciones en alguno de sus genes blancos o en el 
propio ZMIZ1, pueden dar lugar a neurodegeneración o cáncer. En este trabajo se 
encontró que ZMIZ1 regula la expresión de antígenos de cáncer de testículos 
como es el caso de ODF4 y SPZ1, los cuales se expresan en diversos tipos de 
cáncer que van desde mamá hasta glioblastoma. Todo ello nos da a entender que 
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ZMIZ1 no solo es importante durante el neurodesarrollo, sino que también es 
necesario para diversos procesos críticos para la homeostasis del SNC o celular, y 
que cualquier alteración puede dar lugar cáncer o neurodegeneración. 
 
 
CAPITULO XI 
CONCLUSIONES 
 La inhibición de ZMIZ1, mediante ARNi se asimila a la haploinsuficiencia 
esperada de este. 
 ZMIZ1 es un co-activador transcripcional. Al inhibir a ZMIZ1 se encontraron 
sub-expresados genes que participan en procesos cognitivos, de memoria a 
largo plazo y plasticidad sináptica, así como en la regulación de las vías de 
señalización desencadenadas por la activación de los receptores tirosina 
cinasa (EGFR e IGFR), que promueven la proliferación y diferenciación 
neuronal, a partir de las células progenitoras neuronales. Además, de 
genes que participan en procesos de metilación y reparación del ADN. 
 A pesar de lo anterior, las células no muestran claramente cambios en su 
morfología tras la inhibición aunque parecen proliferar más a las 48 horas.  
 Parece regular receptores acoplados a las proteínas G, los cuales actúan 
como neuromoduladores de las vías de la serotonina y aminas; y estos 
genes regulan el comportamiento. 
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 Tras la inhibición de ZMIZ1, se encontraron sub-expresados genes que 
participan en la activación de proteínas específicas de cáncer de testículo. 
 La inhibición de ZMIZ1 en células de glioblastoma (C6), alteró genes que se  
han relacionado con neurodegenración, discapacidad intelectual o cáncer 
 ZMIZ1 se encontró altamente expresado en cerebros de embriones y recién 
nacidos de rata, lo que podría sugerir que dicho gen tiene un papel 
importante en el neurodesarrollo y otros procesos de mantenimiento en 
sistema nervioso, respectivamente. En etapas posteriores del desarrollo 
hubo una disminución de su expresión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
79 
 
CAPITULO XII 
PERSPECTIVAS 
 Validar por inmuno-histoquímica los resultados obtenidos mediante PCR 
tiempo real, con respecto a la expresión de ZMIZ1 en las diferentes etapas 
de desarrollo en cerebro y determinar las regiones, en donde se expresa 
ZMIZ1 en cerebro.    
 Identificar los factores transcripcionales que se unen a los genes afectados, 
tras la inhibición de ZMIZ1, mediante inmuno-precipitación de la cromatina y 
por estudios de co-precipitación de proteínas, determinar si hay una 
interacción entre los factores de transcripción que se unen a estos genes y 
ZMIZ1. 
 Determinar de forma más precisa los genes involucrados tras la inhibición 
de ZMIZ1 en las diferentes etapas de desarrollo. Usando líneas celulares 
de cerebro embrionarias, de recién nacido y de adulto. 
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CAPITULO XIV 
ANEXOS 
 
Anexo I. Condiciones de cultivo celular de la línea de glioblastoma C6 de 
rata. 
Composición medio DMEM suplementado: 
 Aminoácidos no esenciales. 
 L-Glutamina (2 mM) 
 Medio Advanced DMEM. 
 Penicilina/Estreptomicina (100 U/mL y 10 mcg/mL) 
 Suero Bovino fetal (10%) 
Procedimiento siembra de las células de glioblastoma C6: 
1. Descongelar el vial con células en un baño de agua a 37°C 
2. El contenido del vial se transfiere a un tubo de 15 mL y se mezcla con 10 
mL de medio DMEM suplementado. 
3. Tomar 5 mL de la suspensión de células y depositar esta suspensión en 
una caja Petri para cultivo de 150 mm y agregar 5 mL de medio DMEM 
suplementado. 
4. Incubar la caja Petri a 37°C, con 5% de CO2. 
5. Una vez que las células se encuentran adheridas y presenten una 
confluencia de 50%, se procede a cambiar el medio cada 48 horas. 
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Procedimiento de cambio de medio y conteo celular 
1. Retirar el medio de cultivo de la placa Petri. 
2. Agregar 3-5 mL de tripsina/EDTA (siempre y cuando la confluencia sea 
mayor a un 70%, de lo contrario, solo retirar el medio y agregar medio 
DMEM suplementado nuevo) e incubar por 5 minutos a 37°C la placa Petri, 
mover suavemente la placa para asegurarnos que gran parte de las células 
son removidas por la tripsina.  
3. Tomar la mezcla de tripsina y células, transferirla a un tubo de 15 mL, y  
añadir de a 3-5 mL de medio DMEM suplementado (dependiendo de la 
tripsina agregada) para inactivar a la tripsina. Mezclar suavemente para 
asegurarnos de neutralizar la tripsina. 
4. Centrifugar el tubo de 15 mL a 2500 g por 5 minutos a temperatura 
ambiente y desechar el sobrenadante. 
5. Agregar entre 1-10 mL de medio DMEM suplementado (dependiendo del 
tamaño del botón celular) para lavar y resuspender el botón celular (repetir 
el paso 4 y 5 dos veces). 
6. Tomar 30 µL de la suspensión de células y medio, una vez terminados los 
lavados, depositar la suspensión en un tubo de 0.2 mL y agregar 60 µL de 
medio DMEM suplementado y 10 µL de azul tripano, y mezclar con la 
micropipeta hasta que esté completamente homogenizado.  
7. Añadir 10 µL de la mezcla a la cámara de Neubauer, para proceder al 
conteo de células en el cuadrante de glóbulos blancos y determinar el 
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número de células por mL, a través de la siguiente fórmula: (Factor de 
dilución de la cámara de neubauer 10,000) (Promedio de las células en los 
cuatro cuadrantes) (3.333 dilución de las células). 
8. Resuspender las células en el volumen requerido (para obtener la dilución 
deseada) y tomar 1mL de esta suspensión y agregarlo a la caja Petri, pero 
previamente se añaden 9 mL de medio DMEM suplementado en la caja 
Petri. 
Procedimiento de congelamiento de la línea celular 
1. Agregar de 3-5 mL de tripsina/EDTA a las células adheridas a la caja Petri e 
incubar por 5 minutos a 37°C y mezclar suavemente para asegurase de 
despegar gran parte de las células. 
2. Tomar la suspensión de células y tripsina, transferir esta mezcla a un tubo 
de 15 mL y añadir medio DMEM suplementado (el mismo volumen que se 
agregó de tripsina/EDTA) para neutralizar la tripsina. 
3.  Centrifugar el tubo de 15 mL a 2500 g por 5 minutos a temperatura 
ambiente y desechar el sobrenadante. 
4. Agregar entre 1-10 mL (dependiendo del tamaño del botón celular) de 
medio DMEM suplementado para lavar y resuspender el botón celular 
(repetir el paso 4 y 5 dos veces) 
5. Determinar el número de células por mL, mediante el uso de la cámara de 
Neubauer. Tomar el volumen requerido para obtener un millón de células y 
transferirlo a un tubo de 2 mL. 
6. Centrifugar el tubo a 2500 g por 5 minutos. 
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7. Desechar el sobrenadante y resuspender el botón celular en 1.8mL de 
suero bovino fetal y 0.2 mL de DMSO. 
8. Transferir 1 mL de la suspensión a cada criovial. 
9. Congelar las células en el criovial a -20°C por 24 horas, para 
posteriormente pasarlas a un contenedor de nitrógeno líquido a -80°C. 
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Anexo II. Transfección reversa usando el agente lipofectante siPORT 
NeoFX 
 
Preparación de las células a transfectar. 
1. Añadir 5 mL tripsina/EDTA a la placa Petri e incubar por 5 minutos a 37°C. 
2. Transferir la suspensión a un tubo de 15 mL e inactivar la tripsina, 
agregando 5 mL medio DMEM suplementado. 
3. Centrifugar a 2500 g por 5 minutos (lavar dos veces con medio DMEM 
suplementado y centrifugar después de cada lavado) 
4. Resuspender el botón celular en 5 mL de medio DMEM suplementado  
5. Determinar el número de células por mL (utilizar 40,000 células por pozo) y 
mantener a 37°C antes de empezar la transfección. 
Preparación del Agente lipofectante siPORT NeoFX 
1. Atemperar el siPORT NeoFX y el medio DMEM no suplementado. 
2. Diluir 1 µL siPORT NeoFX en medio DMEM no suplementado hasta 
completar 25 µL para una sola reacción. 
3. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 
 
Preparación del ARNi  y los complejos ARNi-liposomas 
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1. Diluir el ARNi en medio DMEM no suplementado a una concentración final 
de 5 nM, utilizando un volumen de 2.5 µL de ARNi 1 µM y aforarlo hasta        
25 µL por reacción con medio DMEM no suplementado. 
2. Mezclar el ARNi y el siPORT NeoFX diluido, utilizar la micropipeta para 
homogenizar suavemente y evitar destruir los liposomas y permitir que haya 
un mayor número de complejos ARNi-liposomas.  
3. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 
4.  Agregar la mezcla a una placa de cultivo con 24 pozos. 
Transfección de las células de glioblastoma C6 con los complejos ARNi-liposomas 
1. Usar la micropipeta para mezclar gentilmente, las células con los complejos 
ARNi-Liposomas, (40,000 células en un volumen de 450 µL, obteniendo un 
volumen final de 500 µL). 
2. Mover la placa hacia atrás y hacia adelante, para homogenizar 
adecuadamente las células con los complejos de ARNi-liposomas. 
3. Incubar las células transfectadas a 37°C durante 24, 48 y 72 horas. 
(Cambiar el medio cada 48 horas) con 5% de CO2. 
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Anexo III.  Extracción del ARN de células de glioblastoma C6 y 
cerebros de rata, mediante el uso del kit Rneassy lipid tissue mini kit 
 
1. Homogenizar ≤100 mg de tejido graso en 1 mL de Qiazol (buffer de lisis) 
usando el homogeneizador vidrio-vidrio (cerebros) o usando la micropipeta 
(células de glioblastoma C6). 
2. Incubar el homogenizado a temperatura ambiente (15-25°C) por 5 minutos. 
3. Adicionar 200µL de cloroformo y mezclar vigorosamente por 15 segundos. 
4. Incubar la muestra a temperatura ambiente de 2-3 minutos.  
5. Centrifugar a 12,000 g por 15 minutos a 4°C. 
6. Transferir la fase acuosa superior a un tubo nuevo. Evitar tomar la interfase, 
añadir un volumen de etanol al 70% y agitar mediante vortex. No 
centrifugar. 
7. Transferir 700 µL de la muestra a una columna Rneasy Mini Spin del kit y 
colocarla en tubo de colector de 2 mL. Cerrar la tapa y centrifugar a 
temperatura ambiente por 15 segundos a ≥8,000 g y desechar el líquido del 
tubo colector.  
8. Usar el mismo tubo colector para la columna y repetir el paso 7, 
transfiriendo el remanente de la muestra y desechar el líquido del tubo 
colector, una vez terminado de centrifugar. 
9.  Adicionar 700 µL de Buffer Rw1 a la columna Rneasy, cerrar la tapa y 
centrifugar por 15 segundos a ≥8,000 g y descartar el líquido del tubo 
colector. 
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10. Agregar 500 µL de Buffer RPE a la columna Rneasy. Cerrar la tapa, 
centrifugar por 15 segundos a ≥8,000 g, desechar el fluido del tubo colector.  
11. Añadir 500 µL de Buffer RPE a la columna de Rneasy. Cerrar la tapa y 
centrifugar por 2 minutos a ≥8,000 g (opcional: para secar la membrana de 
la columna, se coloca está en un nuevo tubo colector de 2 mL y se 
centrifuga a máxima velocidad por 1 minuto). 
12. Colocar la membrana en un nuevo tubo de 1.5 mL y adicionar de 30-50 µL 
de agua libre de nucleasas, cerrar la tapa y centrifugar por 1 minuto a     
≥8,000 g.       
 
ANEXO IV. Retrotranscripción del ARN extraído de las células de 
glioblastoma C6 o cerebros de rata 
1. Añadir los siguientes reactivos a un tubo estéril de 0.2 mL  
 250 ng de random primers  
 1 µg de  ARN total 
 1 µL de la mezcla de dNTPS 10 mM 
 Agua hasta completar 13 µL 
2. Calentar la mezcla a 65°C por 5 minutos en el termociclador e incubar en 
hielo por al menos 1 minuto. 
3. Centrifugar por 10 segundos para colectar el contenido del tubo y adicionar 
los siguientes reactivos: 
 4 µL de buffer 5x firts-strand 
105 
 
 1 µL de DTT 0.1M 
 1 µL de rnease Out 
 1 µL Super Script III 
4. Mezclar gentilmente por pipeteo e incubar a 25°C por 5 minutos. 
5. Incubar a 50°C por 60 minutos e inactivar la reacción a 70°C por 15 
minutos. 
 
Anexo V. Preparación del microarreglo de expresión de un color 
Preparación de los Spikes para el microarreglo de expresión 
1. Atemperar y agitar vigorosamente el tubo que contiene los Spikes mediante 
un vortex. 
2. Calentar a 37°C el tubo de Spikes en un baño de agua por 5 minutos. 
3. Centrifugar  por 10 segundos, para que el contenido se coloque en la parte 
inferior del tubo. 
4. Realizar cuatro diluciones seriadas de 1:20, 1:25, 1:20 y 1:2, ya que se 
partirá de 50 ng de ARN (dependiendo de la concentración de ARN, son las 
diluciones que se tiene que hacer del Spike, de acuerdo a lo indicado en el 
protocolo One color Microarray-Based Gene Expression Analysis) 
Preparación de la primera dilución  
1. Tomar 2 µL del Stock y agregar 38 µL del buffer de dilución (proporcionado 
por el kit) en un tubo de 1.5 mL. 
2. Mezclar por vortex la dilución.  
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3. Centrifugar por 10 segundos el tubo que contiene la primera dilución, para 
que el contenido se coloque en la parte inferior del tubo. 
Preparación de la segunda dilución 
1. Tomar 2 µL de la primera dilución y adicionar 48µL del buffer de dilución 
en un tubo de 1.5 mL. 
2. Mezclar por vortex.  
3. Centrifugar por 10 segundos el tubo que contiene la segunda dilución, 
para que el contenido se coloque en la parte inferior. 
Preparación de la tercera dilución 
1. Tomar 2 µL de la segunda dilución y adicionar 38µL del buffer dilución en 
un tubo de 1.5 mL. 
2. Mezclar por vortex. 
3. Centrifugar por 10 segundos el tubo que contiene la tercera dilución, para 
que el contenido se coloque en la parte inferior. 
Preparación de la cuarta dilución 
1. Tomar 10 µL de la tercera dilución y adicionar 40 µL del buffer de dilución. 
2. Mezclar por vortex. 
3. Centrifugar por 10 segundos el tubo que contiene la dilución, para que el 
contenido se coloque en la parte inferior. 
Preparación del ARN para el marcaje 
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1. Agregar 50 ng de ARN total a un tubo de 1.5 mL, en un volumen final de  
1.5 µL. 
2. Agregar 2 µL de la última dilución de los Spikes al tubo de 1.5 mL. 
3. Preparar la mezcla de primer T7 (por reacción se utiliza 0.8 µL de primer T7 
y 1 µL de agua libre de nucleasas, obteniendo un volumen final de 1.8 µL) 
en un tubo de 1.5mL. 
4. Agregar 1.8 µL de la mezcla de primer T7, dentro del tubo que contiene el 
ARN diluido con los spikes. Obteniendo un volumen total de 5.3 µL. 
5. Incubar la mezcla a 65°C en baño de agua por 10 minutos. Colocar la 
reacción en hielo e incubar por 5 minutos. 
6. Precalentar el buffer 5x First Strand a 80°C durante 3 a 4 minutos y mezclar 
por vortex y centrifugar por 10 segundos, a temperatura ambiente. 
7. Preparar y agregar la mezcla de ADNc (utilizar 2 µL del buffer first strand 
5x, 1 µL de 0.1 M de DTT, 0.5 µL de la mezcla de dNTPs 10 mM y 1.2 µL 
de la mezcla de Affinity Script RNease Block, esto es para una sola 
reacción).     
8. Adicionar 4.7 µL de la mezcla para ADNc, para cada tubo y mezclar con la 
micropipeta. 
9. Incubar las muestras a 40°C en un baño de agua por 2 horas. 
10. Transferir las muestras a 70°C en un baño de agua por 15 minutos. 
11. Incubar las  muestras en hielo por 5 minutos. 
12. Centrifugar por 10 segundos. 
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13. Preparar la mezcla de transcripción (para una reacción, se utilizan 0.75 µL 
de agua libre de nucleasas, 3.2 µL del buffer 5x de transcripción, 1 µL de la 
mezcla de NTP, 0.21 µL T7 RNA polymerase Blend y 0.24 µL de Cyanine 3-
CTP). 
14. Agregar 6 µL de la mezcla de transcripción a cada tubo. Mezclar 
gentilmente con la micropipeta, obteniendo un volumen final de 16 µL. 
15. Incubar las muestras en baño de agua a 40°C por 2 horas. 
Purificación y marcaje del ARN 
1. Adicionar 84 µL de agua libre de nucleasa, para obtener un volumen total 
de 100 µL. 
2. Agregar 350 µL de buffer RLT y mezclar usando la micropipeta. 
3. Añadir 250 µL de etanol (96% a 100% de pureza) y mezclar por pipeteo. No 
centrifugar. 
4. Transferir 700 µL de la muestra a una columna de Rneasy Mini Spin y 
colocar la columna en un tubo colector de 2 mL. Centrifugar por 30 
segundos a 4°C a 13,000 rpm. Desechar el líquido del tubo colector. 
5. Transferir la columna a un nuevo tubo colector y agregar 500 µL del Buffer 
RPE a la columna. Centrifugar la muestra a 4°C por 30 segundos a           
13, 000 rpm. Desechar el líquido y reusar el tubo colector. 
6. Adicionar 500 µL del Buffer RPE a la columna. Centrifugar a 4°C por 60 
segundos a 13,00 rpm. Desechar el líquido y el tubo colector. 
7. Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y centrifugar a 4°C 
por 30 segundos a 13,000 rpm.  
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8. Eluir el ARNc purificado a un tubo de 1.5 mL y agregar 30 µL de agua libre 
de nucleasas, esperar 60 segundos  y centrifugar por 30 segundos a 4°Ca 
13, 000 rpm. 
Cuantificación del ARNc 
1. Utilizar el nanodrop y blanquear el instrumento, agregando de 1 a 2 µL de 
agua libre de nucleasas en el pedestal del nanodrop. 
2. Limpiar con una tolla desechable el pedestal y cargar las muestras, 
determinar el rendimiento y la actividad específica de cada reacción usando 
la siguiente formula:  
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Concentración de ARNc) x 30 
1000 
= Rendimiento (µg) 
(Concentración de Cy3) x 1000 
Concentración de ARNc 
= Actividad específica 
110 
 
Tabla 8.- Rendimiento y actividad específica utilizados para el microarreglo de expresión (el 
rendimiento recomendado para un microarreglo de 8 muestras es de 0.825 y la actividad 
específica ≥ 6). 
Muestra Rendimiento Actividad 
específica 
Negativo 0.585 10.256 
Scramble 1 2.121 7.072 
Scramble 2 2.385 6.289 
Scramble 3 2.124 7.062 
ARNi 1 2.235 9.395 
ARNi 1.1 1.668 8.992 
ARNi 2 1.368 15.35 
ARNI 2.1 936 16.02 
 
 
Preparación de las muestras para la hibridación en el microarreglo de expresión 
1. Preparar la reacción para la hibridación (para una reacción de un 
microarreglo para 8 muestras se utilizan 600 ng de Cyanine 3-labeled, 
linearly amplified ARNc, 5 µL del agente 10 x gene expression blocking, 1 
µL del  fragmentation buffer 25x y se afora hasta 25 µL con agua libre de 
nucleasas) 
2. Incubar la mezcla a 60°C por 30 minutos para fragmentar el ARNc. 
3. Incubar en hielo por un minuto. 
4. Adicionar 25 µL del Buffer de hibridación. 
5. Mezclar cuidadosamente con la micropipeta, evitar formar burbujas. 
6. Centrifugar por 10 segundos a temperatura ambiente a 13,000 rpm. 
7. Usar inmediatamente y no almacenar, poner la muestra en hielo y cargar      
40 µL sobre el microarreglo. 
8. Colocar la laminilla sobre el gasket y colocarlo en el horno de hibridación a 
65°C durante 17 horas. 
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Lavado del microarreglo de expresión 
1. Separar el gasket del microarreglo y sumergir este sobre el contenedor que 
con buffer 1. 
2. Colocar de nuevo el microarreglo sobre el recipiente con buffer 1, el cual 
deberá estar sobre la plancha de agitación. 
3. Sumergir el microarreglo sobre el contenedor con buffer 2, el cual debió ser 
previamente precalentado a 65°C por 17 horas. 
4. Colocar el microarreglo en un holder y realizar el escaneo. 
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Anexo VI. Vías de señalización afectadas, tras la inhibición de ZMIZ1 
 
 
Figura 21.-  Vía de señalización de PIK3CA. 
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Figura 23.- Vía de señalización de MAT1A. 
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Figura 24.- Vía de señalización de HTR1B. 
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Figura 25.- Vía de señalización de PIK3CA. 
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Figura 29.-  Vía de señalización KLK1, P2RX6 y PIK3CA. Se representan los productos de los 
genes KLK1, P2RX6 y PIK3CA, los cuales tienen como blanco a AKT y la vía de Ras, siendo 
algunos de sus estímulos de  activación, traumas o golpes en el cerebro, dando lugar a la 
activación de efectores (FoXo, CREEB, entre otros factores transcripcionales aún no identificados), 
los cuales activaran diferentes señales, que repercutirán sobre las neuronas o sobre los diferentes 
tipos de células gliales Mientras CBLC, se encarga de degradar los receptores tirosina cinasa 
(RTC). 
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Figura 30.-  Vía de señalización de SYNDIG1 y SPZ1. En esta imagen se representan los 
productos de los genes SYNDIG1 y SPZ1 y sus efectos sobre la población celular de cerebro.   
 
 
 
 
